Université de Montréal

MAST3 : facteur de risque génétique aux maladies
inflammatoires de I’intestin et modulateur

d’inflammation

par

Catherine Labbé

Département de sciences biomédicales

Faculté de médecine

These présentée a la Faculté de médecine
en vue de I’obtention du grade de doctorat

en sciences biomédicales

5 aott, 2011

© Catherine Labbé, 2011






Université de Montréal

Faculté de médecine

Cette these intitulée :

MAST3 : facteur de risque génétique aux maladies inflammatoires de 1’intestin

et modulateur d’inflammation

Présentée par :

Catherine Labbé

a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes :

Daniel Sinnett, président-rapporteur
John D. Rioux, directeur de recherche
Zoha Kibar, membre du jury
Yohan Bossé, examinateur externe

Gaétan Mayer, représentant du doyen de la FES






Résumé

La maladie de Crohn (MC) et la colite ulcéreuse (CU) sont des maladies inflammatoires
chroniques du tube digestif qu’on regroupe sous le terme maladies inflammatoires de
I’intestin (MII). Les mécanismes moléculaires menant au développement des MII ne
sont pas entierement connus, mais des études génétiques et fonctionnelles ont permis de
mettre en évidence des interactions entre des prédispositions génétiques et des facteurs
environnementaux - notamment la flore intestinale — qui contribuent au développement
d’une dérégulation de la réponse immunitaire menant a I’inflammation de la muqueuse
intestinale. Des études d’association pangénomiques et ciblées ont permis d’identifier
plusieurs geénes de susceptibilité aux MII mais les estimations de la contribution de ces
genes a I’héritabilité suggerent que plusieurs genes restent a découvrir. Certains d’entre

eux peuvent se trouver dans les régions identifiées par des études de liaison génétique.

L’objectif de mon projet de doctorat était d’identifier un ou des facteurs de risque
génétique dans la région chromosomale 19p (identifiée comme région de liaison IBD6)
et de le/les caractériser au niveau fonctionnel. Nous avons d’abord entrepris une
cartographie d’association de la région 19p. A la suite du génotypage successif de deux
cohortes indépendantes, nous avons identifié un SNP intronique et quatre SNP codants
dont un non-synonyme, rs8108738, tous localisés dans le géne microtubule associated
serine threonine kinase gene-3 (MAST3) et associés aux MII. Peu d’information
fonctionnelle sur MAST3 était disponible. Par contre MAST?2, une protéine encodée par
un gene de la méme famille, régule 1’activité du facteur de transcription inflammatoire
NF-xB. Nous avons confirmé I’implication de MAST3 dans I’activité de NF-kB via un
knockdown de MAST3 et des essais géne-rapporteur. Pour poursuivre la caractérisation
fonctionnelle de MAST3, nous avons choisi une approche non ciblée pour étudier les
effets de la variation des niveaux d’expression de MAST3 sur la cellule. C’est-a-dire

que nous avons créé un 1¥ modeéle cellulaire de surexpression du géne MAST3 dans les



i

cellules HEK293 et analysé 1’expression pangénomique endogéne. La validation de
I’expression génique dans un 2° modéle cellulaire de knockdown et de type cellulaire
différent (THP1), nous a permis d’identifier et de contrer les effets non-spécifiques dus
aux niveaux non-physiologiques. Notre étude d’expression a mené a I’identification
d’un groupe de génes dont I’expression est régulée par MAST3. Ces genes sont
majoritairement impliqués dans des fonctions immunitaires (cytokines pro-
inflammatoires, régulateurs de NF-xB, migration cellulaire, etc.) et une forte proportion
est régulée par NF-xB. Nous avons évalué I’importance du groupe de génes régulés par
MAST?3 dans la présentation clinique des MII a travers des études d’expression dans des
biopsies intestinales de patients atteints de CU. Nous avons constaté que 1I’expression de
ces geénes est significativement supérieure dans les régions enflammeées par rapport aux
régions saines de la muqueuse intestinale des patients atteints de CU. Globalement, les
résultats de nos études suggerent que le facteur de risque aux MII MAST3 agit via la
voie du facteur de transcription NF-kB pour influencer I’expression d’un groupe de

geénes impliqués dans I’inflammation intestinale typique des MII.

Chaque étude génétique sur les MII a le potentiel d’orienter les recherches
fonctionnelles vers de nouvelles voies biologiques causales. Le dévoilement des
mécanismes moléculaires sous-jacents a ces voies permet d’augmenter les
connaissances sur le développement de ces maladies vers une compréhension plus
compléte de la pathogenese qui permettra d’optimiser le diagnostic et le traitement de

ces maladies.

Mots-clés : Maladies inflammatoires de I’intestin, susceptibilité génétique, chromosome

19p, MAST3, NF-kB, expression pangénomique, inflammation
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Abstract

Inflammatory bowel diseases (IBD) refer to different chronic inflammatory diseases of
the digestive tract mainly Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Mechanisms
leading to the pathogenesis of IBD are not completely understood, but genetic and
functional studies have highlighted interactions between genetic predispositions and
environmental factors, such as the intestinal microbiota, as contributors to the
deregulation of the immune response that leads to inflammation of the intestinal
mucosa. Genome-wide and targeted association studies have identified several IBD
susceptibility genes. However, estimations of the contribution of these genes to
heritability of the disease suggest that more are to be discovered. Some of these genes
may be in previously identified IBD linkage regions. The objective of my doctoral
project was first, to identify risk factors in the 19p chromosomal region (IBD6),
previously identified following a genome-wide linkage study, then to characterise them

functionally.

We first performed a comprehensive association mapping study of the 19p region. Our
two-stage genotyping strategy led to the identification of one intronic SNP and four
coding SNP —including one non-synonymous SNP, rs8108738 — all located in the
microtubule associated serine threonine kinase gene 3 (MAST3) and associated to IBD.
Very limited functional information on MAST3 was available at that time. However
MAST? (a gene in the same family as MAST3), is involved in the regulation of
inflammation master switch, transcription factor NF-kB. We confirmed the involvement
of MAST3 in the modulation of NF-xB via a knockdown of MAST3 and gene reporter
assays. In order to further characterize the function of MAST3, we chose a non-targeted
approach to study the effects of the modulation of MAST3 levels on the cell. More
specifically, we created a 1% cell model of MAST3 overexpression in HEK293 cells and

analysed the resulting genome-wide endogenous gene expression. Validation in a 2™



v

cell model consisting of a knockdown of MAST3 in THP1 cells, allowed to identify non-
specific gene expression due to non-physiological MAST3 levels. Our expression study
led to the identification of a group of genes whose expression is modulated by MASTS3.
These genes are mainly involved in immune functions (pro-inflammatory cytokines,
NF-xB regulation, cellular migration, etc) and a majority is regulated by transcription
factor NF-kB. We evaluated the importance of this MAST3-regulated gene set in the
clinical manifestation of IBD through an expression study on biopsies of UC patients.
We found that the expression the MAST3-regulated gene set was significantly enriched
in inflamed region of the intestinal mucosa of UC patients compared to healthy region.
Taken together, the results of our study suggest that IBD risk factor MAST3 acts on the
NF-xB pathway to influence the expression of a group of genes involved in intestinal

inflammation typical of IBD.

Every genetic study on IBD has the potential to lead functional research towards new
causal biological pathways. The unravelling of the molecular mechanisms underlying
these pathways aims to improve the comprehension of the pathogenesis of IBD and

hopefully will allow for optimization of diagnostic and treatment of these diseases.

Keywords : Inflammatory bowel diseases, genetic susceptibility, chromosome 19p,

MAST3, NF-xB, genome-wide expression, inflammation



Table des matiéres

RESUME ...ttt s 1
ADSIFACT ...ttt ettt i1
Table des MALICTES.......eoiuiiiiiiiieeiee ettt ettt e aee e v
Liste des tableauX ........coouieiieiiieiieeie e e X
LiSte deS TIZUIES ..uvvieiiieiiieiieeie ettt ettt et et eenbeeseaeenseens xi
Liste des abréviations ..........ceveruieriirieniieieeiesieeeeee et xiii
DIEAICACE ...ttt ettt et e XV
REMEICIEMENLS....coutiiiiiiiiieeieee ettt XVvi
AVANE-PTOPOS ..ottt ettt ettt ettt esaae bt e ssaeebeens XVviii
INTRODUCTION ...ttt ettt st ettt nae e 1
Chapitre 1 Le systeme digestif dans la santé et les maladies inflammatoires........ 2
1.1 Biologie du systeme digestif en santé : inflammation contrdlée................... 4
1.1.1 Microbiome BaCEIICN .......cc.erviruierieeieniieieeieeiteic et 4
1.1.2 Les mécanismes physiques de défense ...........cooeveevveerciieneenciieneeeneennen. 7
1.1.2.1 Le periStaltiSME .....cccvveeiiieeiie ettt e 7

1.1.2.2 La paroi intesStinale............cecueerieriienieeiieiee e 9

1.1.2.3 LE MUCUS ..ttt s 9

1.1.3 Les mécanismes biologiques de défense...........cceevvevieniieniiencieennennne, 10
1.1.3.1 Manifestations Circulatoires ...........ceecueereeriieeniieiieenie e 10

1.1.3.2 Manifestations humorales non-spécifiques..........cceevueereerueenennne. 10

1.1.3.3 Manifestations immuNitaires.........cocceveeeereeriereeneesieneeneeneneene 11

1.1.4 La tolérance immunolOgIQUE ..........cceereeerieerieeireenireeieenreeveeeneeveeens 17

1.2 Les maladies inflammatoires de I’Intestin............ccceceeriiiieinieniecnieneene 19
1.2.1 Epidémiologie des maladies inflammatoires de I’intestin ................... 19
1.2.2 Manifestations CHNIQUES .......cc.eerveeriieriieiieeieeneie e eiee e 20
1.2.3 TraltemMENL ...c.eeeientieiieeiieseeeie ettt sttt 26

1.2.3.1 L’acide 5-aminosalicylique...........coovueeeviieeiiieeciieciee e 26



vi

1.2.3.2 Les COTtiCOStErOTACS .....vvvirurireiiieeiiieeiiee et e eiee et e eevee e 26
1.2.3.3 Les immunomodulateurs..........c..cecerierienienienienienienceieseeseeeenn 27
1.2.3.4 Les antibiotiqUES ....cccvveereerrieeieeriieeieesieeereesieesveeseessreeneeeseseeneaens 27
1.2.3.5 Les traitements biologIQUES .........ccceeeeuveeeiiireniiieeeiieecieeeieeevee s 28
1.2.3.6 La Chirlurgie......cooiueeiiieiieeieeee e 29
1.2.4 Etudes des causes immunobiologiques.................ocovveeeereeveeereevenernenn. 30
1.2.5 Facteurs de risque environnemental............c.ccvevevrerieiciienienieeneeeneens 33
1.2.5.1 LA CIATEIC....ccuvreeeeieeeiiee et eeieeeetee et evee e e eeiaeeesereeeeaeeenaeeens 33
1.2.5.2 L appendiCectOmie..........eeueereeeriieiiieiieeie ettt 35
1.2.5.3 AULIes faCtOUIS ...c.veviiriiiiiiiiiieeieeceee e 36

Chapitre 2 Les maladies inflammatoires de I’intestin: des maladies génétiques..37

2.1 Une histoire familiale............cooooiiiiiiiiiiiiee e 37
2.2 Structure du génome €t VAriationS. .....cc.eeverueerierienieenieereneeneeeeeesreeie e neeens 38
2.2.1 Contexte qui a favorisé les d€CoOuVertes. ........cocuveveerrrenienireniienieeiens 38
2.2.2 Variations et marqueurs ZENEIQUES ......ccveeervreerreeerreeenreeenereeeneveeennes 39
2.2.2.1 Les répétitions en tandem ...........ccccueeevrieeriiieeniiieeniie e eeeee e 39
2.2.2.2 LS SNP e e 40

2.3 Stratégie d’identification de facteurs de risque génétique sur les MIL......... 44
2.3.1 Etudes de liaison: les premiéres découvertes génétiques des MII ........ 44
2311 NOD2 ... 48

2.3 1.2 IBDS e ettt 49
2.3.1.3 Le complexe majeur d’histocompatibilité ...........cccoeoieviiriiennne 49
2.3.2 Etudes d’association: la révolution pangénomique................coceue...... 50
2.3.2.1 Les études d’association par génes candidats ............ccccecveervvennnnne 51
2.3.2.2 Les études d’association pangénomiques ...........eecveeerveeerveesrnnenns 51

2.3.3 L’héritabilité manquante: stratégie d’identification des autres facteurs
de TISQUE ZENELIQUE ..eovvveiiieiieeiiieiie ettt ettt st e et e et e seaeenbeesaae e 54
2.4 Des découvertes génétiques qui ont mené a une meilleure compréhension

des mécanismes sous-jacents au développement des MII ............cccccvvveennnnnnee. 59



2.4.1 La voie du récepteur de I’interleukine 23 (IL23R) ....ccceeveeeviiriiannennne 59
2.4.2 L’autophagie et 1es MIL.........cccooeiiieiiieiieiiecieeeeee e 62
Chapitre 3 La région candidate 19D .......cccueevviiiiiiiiieiiieieeeie e 65
3.1 Identification du 1OCUS........ooiuiiiiiiiiee e 65
3.2 Etudes par génes candidats sur le chromosome 19 .............cccovvevvvrrvenne.. 68
3.3 Hypotheses et objectifs du projet.........cocceeceerieeiiienieniieieeieeee e 70
BibIiOGIaAPNIC. .....eeieiiieiiieiieie e e 72
RESULTATS w..ooieriirrieeeeiesiseesseessessse st st sssessssessss s s st sssessssesees 95

ARTICLE Tttt sttt sttt et st 98
Contribution des AULEULS ........cevvieiirieriieieeiesieete ettt 99
ADSETACT ..ttt e 100
INErOAUCTION ...t et e e eaaeeeaaaeas 101
RESUILS .. 103
DISCUSSION ...ttt ettt ettt et et et s 108
Materials and methods ..........cocooiiiiiiiiiiiii e 111
ACKNOWIEAZMENTS.......viieeiiieeiieeciie et e 116
Tables and FIGUIES .......cccuoiiiiiiiiiiieeeeeee e 117
Supplementary Data.........c.cecieeiieriiiiiieiecie e 128
RETEIENCES ..t 131

Chapitre 5 MAST3: modulateur d’ inflammation..........c.ccccceeeveveeeniiiennieeeiens 135

ARTICLE 2.ttt st ettt e e naeeseenseennas 137
Contribution des AULEULS .........ooueirieriirieiieiereee ettt 138
ADSIIACE ..ttt ettt ettt et 139
INEOAUCTION ...t 140
RESUILS ..o et 142
DISCUSSION ...ttt ettt ettt s 147
Materials and Methods.........cocueieeiiiiiinieiceeeeee e 151

ACKNOWIEAZEMENTS ......eeeeiiieiie e e 155

vil



viil

Tables and FIGUIES .......cocouiiiiiiiieiiee e 156
Supplementary Data..........ccceevieiiieiiiiiiieie e 165
RETEIENCES ...t 178
DISCUSSION ...ttt et st ettt et e esaesseeseeneesseenseenes 182
Chapitre 6 DISCUSSION .....eeuviruiiriiriiriieniietenit ettt sttt saeesve e 183
6.1 Résumé du projet et miSe en CONLEXLE.....cueerrierererireriieeieenieeeieeniieereeenes 183
6.1.1 MAST3 : facteur de risque génétique aux MIL...........cccevevieevienennen. 183
6.1.2 Premier lien fonctionnel immunitaire: MAST3 et NF-xB.................. 186

6.1.3 MAST3 influence I’expression de genes pro-inflammatoires et anti-
INFlAMMALOITES ..ottt e 188
6.1.4 Certains génes dont I’expression est modulée par MAST3 sont aussi
des facteurs de risque aux MIL cONNUS..........cccueeviieiieniieeiieie e, 190

6.1.5 Les génes dont I’expression est modulée par MAST3 sont surexprimés

dans les tissus enflammés typiques des MII........c.cccocvveeviieeiiiiciieecieee, 191
6.2 Role de la kinase MAST3 dans I’inflammation............ccccceeeeieeeiieeenneennns 193
6.2.1 Modele fonctionnel .........cceevueeiirieniriiinieiecieeeeeeee e 193
6.2.2 Effets bIolOIQUES .....ccvieiieiiieiiecieciee e 196
6.3 PeISPECLIVES. ....uvieeiiieeitie ettt e ettt e etee et e e seteeeeete e e aaeeetaeeesteeeesseeessseeenaseeennns 199
6.3.1 Limitations de 1’étude d’association ...........ccceceuveevreeeeieeecveeeevee e, 199
6.3.2 Limitations des études fonctionnelles..........cocceveeveriinieneniencenennne. 202
6.3.3 Impact de mon étude sur la recherche sur les MII...........c.ccccoeeneennenn. 203
6.3.4 De la génétique au fonctionnel ...........ccccveevviiieeiiieecieeeieeeee e, 204
CONCIUSION ..eiviieeiiiee ettt ete et e et eestaeeetbeesaaeesbaeesssaeessseeesseeenseesnnns 206
Biblio@raphi@.........coouiiiiiiiieeiiee et 208

ANNEXES ..o 216



1X

Liste des tableaux

INTRODUCTION

Tableau 1. Comparaison de la MC et 1a CU ........cccovieeiiiiciiiiecieecee e 22
Tableau 2. Premiers loci MII identifiés par laiSon...........eccueevieniiiiieniiiiieiieeeeee 47
Tableau 3. Résumé des résultats de liaison en fonction du phénotype..........cceeevvennennne 67
RESULTATS

Article 1

Table 1. StUAY CONOTLS ....oooviiiiieiieeiieee ettt et 117
Table 2. TOP @SSOCIALION ...c..eeeiieeiiieiierieeitieeiteeieesteeteeeereeteessbeeseessseeseessseesseesssesnnes 118
Table 3. Association results for MAST3 coding SNPS.......cccocevviieiciieeiiieeeeeeee e, 120

Supplementary Table 1: Quality control steps and results from the screening stage... 129
Supplementary Table 2: Quality control steps and results from the replication stage. 129
Article 2

Table 1. Differentially expressed genes (Fold increase>2) in the MAST3 overexpression
1007016 1<) E O RRUUORUSRPRRUPRIPON 156
Table 2. Effect of a MAST3 stable knockdown (KD) on expression of genes in
stimulated THP1 cells confirms results from the overexpression model..................... 158
Table 3. MAST3 stable knockdown (KD) influences the expression of immune genes in
stimulated THPT CEIIS. ...ooiuiiiiiiiiee e s 159
Table 4. MAST3-regulated gene set enrichment tests in patient biopsies.................... 160
Table 5. Comparison of the expression of the MAST3-regulated genes between BPN
ANA BPLL ..o ettt et e nee e nee e 161
Supplementary Table 1. All gene significantly differentially expressed (P<0.05) in cells
overeXpressing the MAST3 GENC......cccuviiiieeiieeieeiiecie ettt 165
Supplementary Table 2. Major Gene Ontology biological processes involving genes

upregulated in our MAST3 overexpression model.........ccceevvvieeiiiieiiieniiiecieeeeee 172



Supplementary Table 3. Comparison of the expression of gene from the MAST3

regulated gene set between BC and BPN..........cccoooiiiiiiiiiiiiniiceeeecee e 173
Supplementary Table 4. Sequences of the RT qPCR primers...........cccoeeveeevvenneennnennee. 174
ANNEXE I

Tableau I1. Loci MII confirmés par les études d’association pangénomiques............. 218
Tableau 12. Génes-candidats correspondant aux loci MC..........c.cccceeviieviieniienieennnnnn. 222

Tableau 13. Geénes-candidats correspondant aux 1oci CU..........ccceevviveeeiieennieennieeenee. 225



X1

Liste des figures

INTRODUCTION

Figure 1. Le systeme digestif........ccocuiiiiiiiiiiiiieie e 3
Figure 2. Inflammation CONtrolEe............oovuiiiiiiniiiiiiiieeiie et 6
Figure 3. Structure et fonction immunitaire de la paroi intestinale ...........c..cccceeveeiennene 8
Figure 4. La signalisation via les TLR .......c.cccccooiiiiiiiiiieiieciicicce et 14

Figure 5. Photos de sections d'intestin gréle sain (gauche) et avec maladie de Crohn
(ATOTEE) ettt ettt ettt et e et e e st e e e et e e essbee e sbeeesaeeansseesssaeessseeenssanenns 21
Figure 6. Photos de sections de colon sain (gauche) et avec colite ulcéreuse (droite) ... 23

Figure 7. Manifestations extra-intestinales les plus communes affectant les patients

souffrant de MIL ......oc.ooiiiiiii e e 25
Figure 8. Déséquilibre de 11aiSOM ........cccueeiiiiiiiiiiieiieeeeee et 42
Figure 9. Représentation classique d'étude de liaison et d'association ............cccceeeeenneene 45
Figure 10. Loci de susceptibilit€ a [a MC CONNUS........c.eeevierireiiieniieiieeie e e 53
Figure 11. Tailles requises des cohortes pour des ¢tudes pangénomiques ..................... 56
Figure 12. La voie IL23R et 1''nflammation ...........cccocveeiieniieiieniieieeeeecesee e 61

Figure 13. Une étude de liaison pangénomique identifie un pic de liaison sur le

ChIOMOSOME 10D ..ciiiiiiiiiiieeeeee e e et e e eaaees 66
RESULTATS
Article 1
Figure 1. Association and LD analyses in the MAST3 region.........ccccceevevveeeieeeneeennne. 121
Figure 2. MAST3 correlation neighbourhood.............cccooveeeiiieniiiiiiieeece e, 123
Figure 3. Schematic representation of the MAST3 protein .........ccceceevevveneenicnicnene 124

Figure 4. MAST3 mRNA expression in human cell lines and primary immune cells . 125
Figure 5. MAST3 knockdown attenuates LPS-mediated NF-xB activation................. 126

Supplementary Figure 1. MAST3 expression in primary mouse immune cells.. ......... 128



Xil

Article 2

Figure 1. MAST3-regulated genes are involved in critical immune function. ............. 162

Figure 2. MASTS3 regulates gene expression through NF-kB1........c.cccoccoiiiiininnnnnn. 163

Supplementary Figure 1. Effect of MAST3 overexpression on MAST3 protein levels at
different times PoSt-tranSTECTION. .......ccueieiiiieiiie et 175

Supplementary Figure 2. RT qPCR validation of expression chip results..................... 176
Supplementary Figure 3. Effect of a stable knockdown of the MAST3 gene on MAST3
PIOLEIN LEVEIS. .. .iiiiiiiiieeiieeiie ettt ettt e et seaeebeestaeenbeessseenseesaaeenne 177
DISCUSSION

Figure 1. Cibles potentielles de MAST3 dans la voie NF-KB. ........cccccoceeviniininnnnnens 195

ANNEXE 11

Figure II1. Expression of MAST3 mRNA post-transfection in MAST3 overexpressed
CCILS. ettt et ettt e e bt eat e et e nte et e e nateenbeeenee 228
Figure 112. Effect of MAST3 transfection on MAST3 protein levels at different times

POSE-TTANSTECTION. ...iiuiiiiiiiiiieiiieie ettt ettt et ettt e ebeesaeeesbeessaeenseensnaens 229
Figure I13. Unsupervised hierarchical clustering of normalized expression data........230
Figure 114. Effect of a KD of MAST3 on MAST3 mRNA levels......c..ccoceeveriinennennns 231
Figure IIS. Effect of a stable MAST3 knockdown on MAST3 protein levels at different
tIMES POSE-LTANSTECHION. ..ouvieiiieiieeiie ettt ettt et ebeeaee e e e e e 232
Figure 116. MAST3 overexpression data normalization.............cceeeveeeeeeciieneencieenieennnenn 233

Figure I17. Biopsy expression data normalization ............ccceeeevveerveeeriieeniieeniee e, 234



Xiil

Liste des abréviations

As, risque relative associé a la fratrie

ADN, acide désoxyribonucléique

ARN (RNA), acide ribonucléique (ribonucleic acid)

ARNm (mRNA), ARN messager (messenger RNA)

CNV, variation en nombre de copies

CDH#, cluster of differenciation #

CTD, cellule dendritique

CU, colite ulcéreuse (ulcerative colitis)

DL (LD), déséquilibre de liaison (/inkage disequilibrium)

DRO, dérivés réactifs de I’oxygene

DSS, dextran sulfate sodium

EAP (GWAS), étude d’association pangénomique

(genome-wide association study)

HEK, cellules embryonnaires de reins (human embryonic kidney cells)
HLA, antigénes des leucocytes humains (human leukocyte antigen)
IC, intervalle de confiance

Ig, immunoglobuline

IL, interleukine

Kb, kilobase

LOD, logarithm of the odds

LPS, lipopolysaccharide

MASTS3, microtubule associated serine/threonine kinase 3

MDP, muramyl dipeptide

MC (CD), maladie de Crohn (Crohn’s disease)

Mb, megabase

MII (IBD), maladies inflammatoires de 1’intestin (inflammatory bowel diseases)

NIDDK, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases



X1V

NK, cellules tueuses naturelles

NF-xB, nuclear factor-kappa B

NOD?2, nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
OR, rapport de cote (odds ratio)

PAMP, pathogen-associated molecular pattern

Pb (bp), pair de base (base pair)

PCR, polymerase chain reaction

PGH, projet génome humain

PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate

PP, plaque de Payer

PRR, pattern recognition receptors

qPCR, PCR quantitatif en temps réel (real time quantitative PCR)
QC, contrdle de qualité (quality control)

RT, répétition en tandem

RT qPCR, reverse transcriptase real time quantitative PCR
shRNA, small hairpin RNA

SNP, single nucleotide polymorphism

TLR, Toll-like receptor

Tu, lymphocytes T auxiliaires (T helper cells)

Tregs, lymphocytes T régulateurs

TS, type sauvage



XV

Pour ma sceur, unique et originale,

Mon poéme



Xvi

Remerciements

Six ans c’est a la fois court et long. Court parce que c’est déja fini. Long parce que c’est
enfin fini. A I’heure des bilans, je peux admettre, somme toute, que ce fut un parcours
généralement heureux avec quelques moments plus difficiles que je chéris parce qu’ils
m’ont permis de grandir. Ces six derniéres années m’ont fait progresser de fagon
exponentielle tant au plan scientifique qu’au plan humain. J’ai presque 1’impression
d’avoir enfin atteint 1’age adulte. Mais, je ne me suis pas rendue 1a toute seule, il y a

beaucoup de gens, qui sur la route, m’ont tenu la main.

Ce n’est pas un secret, il y a beaucoup de roulement dans le personnel d’un laboratoire
et en six ans, j’ai vu des amis partir, mais j’ai eu la chance d’en rencontrer beaucoup. Je
dois d’abord remercier John Rioux, mon directeur de thése, d’avoir rendu possibles
toutes ces rencontres en prenant le pari de m’accepter dans son laboratoire. Je réalise la
chance que j’ai eu de travailler avec un chef de file en génétique, et je pense qu’avec le
recul et plus loin dans ma carriére, je vais prendre encore plus conscience de la
dimension de ce que j’ai appris grace a vous. Merci infiniment.

Nancy, merci de m’avoir accueillie dans le labo, merci de m’avoir rassurée et épaulée
dans les débuts;

Céline, rythme cardiaque au repos 42, énergie pure, mais éthique de travail incroyable,
merci de ta gentillesse et merci de m’avoir fait rire;

Phil, parce que tu es resté le plus longtemps, j’ai I’impression d’avoir eu un frére au
labo, on a eu quelques frictions, mais elles ont toujours été passageres, merci (aussi t’as
des mollets de fous!);

Gab, en si peu de temps tu t’es rendue essentielle. Tu es charmante, mais dans le plus
noble des sens;

Sylvain, Guy, merci pour les précieux conseils, sollicités ou non ;-)

Tout le monde du labo de Guillaume, vous avez su apporter un regain de dynamisme et

d’énergie;
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Catherine, Jasmine, mes compagnes dans 1’aventure du Ph. D., merci de vous en étre
sortie et de m’aider a en faire autant!

Marie-Pierre, Ken, Fred, Gen, Clo, mes amis. Merci de la collaboration, de I’appui et de
la confiance que vous m’accordez, et on continue a se voir, parce qu’a chaque fois c’est
mémorable!

Marcia, I am sorry I am such a lousy French teacher. I wish I could have done more
because I feel like you have given me so much. You are one of the greatest teachers of

Life I have ever had. Thank you.

Et parce que c’est probablement mon dernier diploéme (ou en tout cas le plus haut grade
que j’attendrai jamais), j’ai envie de remercier tous les professeurs que j’ai eus, de ceux
qui m’ont appris a écrire et compter, a ceux qui m’ont enseigné Darwin et Mendel,

merci pour I’inspiration et le désir d’aller plus loin.

Merci a ma sceur et mon frére, Stéphanie et Gaél et a ma merveilleuse coloc et amie
Susie pour I’appui constant et le sentiment de se savoir aimé. Merci a mes premiers
professeurs, ma mére et mon pere, qui sont aussi fiers aujourd’hui qu’il y a 25 ans dans

la cour de I’école...
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Avant-Propos

Généralement quand je présente ce que je fais dans la vie, j’aborde le sujet des maladies
inflammatoires de I’intestin (MII). Les personnes de professions non-médicales se
demandent généralement de quoi il s’agit et puis je mentionne la maladie de Crohn et la
colite ulcéreuse et soudain ils connaissent quelqu’un qui en est atteint. Les MII sont des
maladies communes. Ce constat se révele d’autant plus vrai au Canada ou
malheureusement, on rapporte des taux de prévalence et d’incidence de maladies de
Crohn parmi les plus élevés au monde'. Concrétement, plus de 200 000 Canadiens sont
atteints de MII. De plus, ces maladies sont décrites, reconnues et étudiées depuis des
décennies: 1859 pour la colite ulcéreuse et 1932 pour la maladie de Crohn® . Malgré le
fardeau humain et financier (dans un contexte de systéme de santé publique) que
représentent les MII, et malgré le fait qu’elles soient reconnues depuis longtemps, elles
représentent toujours un défi au niveau du diagnostic et du traitement. Les traitements
typiques sont majoritairement basés sur I’apaisement des symptomes dont souffre le
patient plutdt que 1’élimination des causes de ces maladies. Les raisons? Les
mécanismes moléculaires et cellulaires précis a I’origine de ces maladies ont été obscurs
pendant trés longtemps et le sont toujours jusqu’a un certain point, toutefois cet état est

appelé a changer...

La révolution génétique propulsée par les avancées scientifiques des derniéres années,
notamment la publication de la séquence compléte du génome humain et les
technologies qui en découlent, a permis d’attaquer la recherche sur les causes des
maladies d’un nouvel angle, celui de la génétique. Cette révolution est toujours en cours
avec des innovations continuelles que ce soit au niveau des techniques de génotypage et
de séquencage qu’au niveau des marqueurs génétiques utilisés pour étudier la variabilité

(des microsatellites, des SNP, des variantes en nombre de copies). On peut maintenant
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relier des portions de la séquence du génome, des loci, a des maladies. Les personnes
portant une certaine combinaison de variantes associées localisées dans ces loci sont
susceptibles de développer la maladie. Les MII sont parmi les maladies communes, les
plus étudiées au niveau génétique. Ce travail a porté fruit avec I’identification et la
validation d’une centaine de facteurs de risque aux MII. On sait maintenant que les MII
se déclenchent suite a des interactions entre des prédispositions génétiques et des
facteurs environnementaux qui contribuent a la dérégulation de la réponse immunitaire
aux antigeénes de la flore intestinale. Les mécanismes moléculaires précis ne sont pas
compleétement connus, mais les études d’association pangénomiques ont permis
d’identifier des dizaines de loci et de génes de susceptibilité¢ aux MII. Ces geénes font
partie de voies biologiques dont le dévoilement permettra d’identifier des biomarqueurs
pour faciliter le diagnostic et des cibles pour orienter la recherche thérapeutique.
L’émergence de traitements biologiques est un témoignage des progres qu’a amené

I’¢étude des voies biologiques.

Chaque étude génétique a le potentiel d’orienter les recherches fonctionnelles sur de
nouvelles voies biologiques ou d’améliorer les connaissances sur des voies connues. La
suite logique et essentielle de ces études génétiques passe par la caractérisation
fonctionnelle des geénes associés qui vise a expliquer les mécanismes moléculaires
impliqués dans la pathogenése des maladies. Dans le cadre de mes études doctorales,
j’ai contribué a clarifier une partie du puzzle moléculaire que sont les MII. Je présente
dans cet ouvrage, mon étude génétique qui a mené a I’identification d’un gene de
susceptibilité¢ aux MII appelé MAST3 et mes études fonctionnelles qui ont permis
d’impliquer MAST3 dans la régulation du facteur de transcription NF-kB et dans la
régulation de I’expression de génes immunitaires qui représentent une signature

biologique de I’inflammation typique des MII.

Bonne lecture.
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Chapitre 1
Le systeme digestif dans la sant¢ et les maladies

inflammatoires

L’absorption par le systeme digestif est un processus d’une efficacité remarquable:
moins de 5% des glucides, des acides gras et des protéines ingérés sont excrétés par les
adultes ayant une alimentation normale®. Les types de nourritures et les apports
nutritionnels a travers le monde présentent des différences considérables, mais
I’absorption intestinale s’adapte et demeure efficace. La digestion est déclenchée par
une phase cérébrale c'est-a-dire que la vue, I’odeur ou méme I’idée de la nourriture
amorce la digestion. Cet ouvrage ne traitera toutefois pas de ce processus fascinant, pour
une bonne revue sur la digestion et 1’absorption des nutriments et des vitamines,

consultez Farrell et al.*

D¢s la quatrieme semaine de développement embryonnaire, les grandes lignes du
systéme digestif sont mises en place (Figure 1). Au troisiéme trimestre de gestation le
feetus peut méme commencer a avaler du liquide amniotique et a en y absorber de
petites quantités de sucres’. Cette activité sert a préparer le systéme digestif a
fonctionner a plein régime. Cependant, c’est seulement apres la naissance, lorsque
I’enfant commence a absorber de la nourriture provenant de 1’environnement extérieur,
que le systeme digestif se confronte au défi majeur qu’il aura a gérer tout au long de la
vie soit extraire et absorber les nutriments essentiels tout en protégeant 1’organisme des

attaques de I’extérieur.
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Figure 1. Le systéme digestif

Le systéme digestif humain est un tube d’une longueur approximative de 9 m. Son role
premier est la digestion des aliments et I’assimilation des nutriments. Le processus de
digestion est amorcé dans la bouche par la salive produite par les glandes salivaires,
riches en enzymes digestives. Le bol alimentaire se rend a 1’estomac via I’cesophage.
L’estomac le digere de fagcon mécanique (brassage) et chimique (sucs gastriques). Le
résultat est une pate appelée chyme qui passe dans I’intestin gréle (composé¢ du
duodénum, du jéjunum et de I’iléon) ou la majorité de I’absorption se produit. Le
matériel non absorbé passe dans le colon qui se charge de récupérer 1’eau et certaines
vitamines. Le matériel restant se méle au mucus et aux bactéries de la flore intestinale
pour devenir maticre fécale qui est stockée temporairement dans le rectum avant d’étre
¢liminée par I’anus. Figure adaptée de Guyton et Hall®.



1.1 Biologie du systéme digestif en santé : inflammation

controlée

1.1.1 Microbiome bactérien

Le systéme gastro-intestinal a pour mission premiere d’absorber les nutriments de la
nourriture digérée et d’éliminer les déchets du processus de digestion. Le processus
d’absorption se déroule dans la couche supérieure du tube digestif qu’on appelle
1I’épithélium gastro-intestinal. Cette couche mince (d’une seule cellule d’épaisseur) et
perméable est texturée de villosités qui en décuplent la surface. Ainsi, la surface totale

de I’intestin gréle est d’environ 300m* chez I’humain’.

Toute cette surface grouille de vie puisque la lumiére intestinale abrite un milieu riche
en microorganismes. On estime que la densité des microorganismes dans le colon est de
10"-10" cellules/ml de contenu intestinal. Cette concentration se traduit par 1.5 kg de
bactéries dans le systéme digestif. Dans 1’ensemble du corps humain, on estime que les
bactéries sont au moins 10 fois plus nombreuses que les cellules humaines. Les
différentes espéces bactériennes du corps vivent en symbiose®. Uniquement dans le tube
digestif, cette communauté de micro-organismes est composée d’au moins 1000 especes
bactériennes distinctes’. Des analyses génétiques récentes ont permis de faire la lumiére
sur la nature de la flore microbienne du systéme digestif'. Les résultats de ces analyses
montrent une grande diversité entre les individus au niveau des espéces bactériennes
avec lesquelles ils vivent. Cependant, certains embranchements bactériens comme les
firmicutes et les bacteroidetes sont prédominants dans les intestins de tous les

vertébrés!?,

Certaines de ces bactéries assistent leur hote dans des fonctions essentielles comme la
digestion des sucres complexes et la production de vitamines et d’autres molécules.

Toutefois, la quantité astronomique de bactéries menace sans cesse la santé de



I’organisme. La fonction du systéeme immunitaire est de maintenir I’homéostasie avec le
microbiome intestinal en empéchant les bactéries pathogeénes, mais aussi les bactéries
commensales de traverser la barriére intestinale. Dans le cas d’une invasion, le systéme

immunitaire déclenche une inflammation controlée.

L’inflammation est un processus normal et essentiel qui permet au corps de se protéger
des invasions pathogenes. La paroi intestinale a un role cl¢ dans cette protection. En plus
de son role dans 1’absorption des nutriments, la paroi intestinale est un organe
immunitaire. En effet, elle est constituée de cellules immunitaires dont la diversité et le
nombre est sans égale dans les autres organes du corps''. De plus, I’inflammation
implique un influx de cellules immunitaires vers les régions touchées. Conséquemment,
on parle d’inflammation contrélée pour exprimer 1’idée que ces cellules immunitaires
présentes en grands nombres, permettent d’assurer une protection essentielle au systéme
digestif et indirectement a tout le corps. Les mémes processus sont impliqués dans
I’inflammation pathologique et dans I’inflammation controlée. Toutefois dans ce

derniers cas, I’organisme limite les dommages causée via de 1’autorégulation.

Dans la lumiére intestinale, le systéme immunitaire est confronté a des antigénes de
plusieurs sources (alimentaires, du soi, de la flore intestinale, de microbes pathogénes).
Le systéeme immunitaire geére ces antigenes via un processus d’inflammation
physiologique et contrélée (Figure 2). L’organigramme de la figure 2 présente une
classification synthétique des différents niveaux de défense impliqués dans
I’inflammation contrélée pour mieux comprendre I’importance et le role de chacune
d’eux. Au départ, on peut séparer le contrdle des stimuli antigéniques en deux types

principaux : défense physique et défense biologique.
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Figure 2. Inflammation contrdlée

Représentation schématique des différentes facettes de 1’inflammation physiologique
contrdlée. Figure adaptée de '



1.1.2 Les mécanismes physiques de défense
Les mécanismes physiques comprennent le péristaltisme, la paroi intestinale et le

mucus.

1.1.2.1 Le péristaltisme

Le péristaltisme intestinal se caractérise par I’action coordonnée des muscles intestinaux
pour propulser le bol alimentaire ou chyme en aval dans le systéme. Il vise a prévenir
I’accumulation de matiére alimentaire, de mucus et de bactéries et ce faisant réduit la
possibilité d’absorber un surplus d’antigénes qui causeraient de I’inflammation'?. Des
¢tudes ont montré une augmentation de la quantité de microorganismes intestinaux chez

les rats dont le péristaltisme est bloqué chimiquement'*.
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Figure 3. Structure et fonction immunitaire de la paroi intestinale

La paroi intestinale a un role actif dans la protection contre les microorganismes
présents dans le systéme digestif. (a) La paroi intestinale est composée de différentes
couches de tissus: la muqueuse est directement en contact avec la lumiere (i), la sous-
muqueuse (ii) entoure et supporte la muqueuse tout en la reliant aux couches
musculaires sous-jacentes (iii-iv), finalement la séreuse entoure les couches musculaires.
(b) L’épithélium intestinal est texturé de cryptes et de villosités et est composé de
différents types cellulaires. (c) Les cellules en gobelet sécrétent les mucines qui forment
un film protecteur a la surface de 1’épithélium. (d) Les cellules de Paneth produisent
différentes classes de peptides antimicrobiens comme les défensines et les lysozymes.
Les lymphocytes représentant les principaux acteurs de la réponse immunitaire
spécifique sont organisés en tissus lymphoides comme les plaques de Payer (PP) (b) et
les follicules lymphoides isolés. Ces lymphocytes sont principalement des lymphocytes
T effecteurs et des lymphocytes B différenciés (c). Souvent localisées prés des PP, les
cellules M et les cellules dendritiques échantillonnent I’environnement et en présentent
un apergu aux lymphocytes agissant donc comme cellules présentatrices d’antigénes ',



1.1.2.2 La paroi intestinale

La paroi intestinale agit comme barriére mécanique contre les invasions. Elle est
composée de plusieurs couches de tissus (Figure 3). La muqueuse est directement en
contact avec la lumiére intestinale. Les jonctions serrées entre les cellules de la
muqueuse empéchent les microbes de pénétrer I’épithélium. Immédiatement sous la
mugqueuse se trouvent la sous-muqueuse, puis deux couches musculaires et enfin la
séreuse qui recouvre les couches superficielles (Figure 3A). Un élément clé du maintien
de I’homéostasie avec le microbiome intestinal est de minimiser le contact entre les
microorganismes et 1’épithélium par le biais de substances biochimiques qui renforcent
la barricre épithéliale. Ces substances sont sécrétées par a peu pres toutes les cellules
spécialisées de I’épithélium (Figure 3B). Les cellules en gobelet sécretent les
glycoprotéines mucines qui forment le mucus (section 1.1.2.3). Les entérocytes et les
cellules de Paneth produisent de fagon constitutive, les défensines-a. Les défensines sont
des protéines qui favorisent I’élimination des bactéries par les cellules phagocytaires en

attaquant 1’intégrité de la membrane bactérienne par le biais de la formation de pores'”.

1.1.2.3 Le mucus

Le mucus, quant a lui, forme une couche protectrice qui recouvre 1’épithélium sur une
épaisseur d’environ 150uM'®. Les cellules en gobelet qui font partie des cellules
épithéliales intestinales (Figure 3) sécrétent les glycoprotéines mucines qui s’assemblent
pour former la structure gélatineuse qui caractérise le mucus. Les génes qui encodent les
différentes protéines mucines s’expriment de fagon différentielle selon la localisation
intestinale ce qui suggere que les différentes mucines ont des rdles distincts dans la
protection de la muqueuse'’. Le mucus prévient le contact direct entre la muqueuse
intestinale et les antigeénes, forme un pie¢ge ou peuvent s’enliser les microbes, mais aussi
favorise la rétention a la surface épithéliale des molécules de défenses

antibactériennes'®,
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1.1.3 Les mécanismes biologiques de défense
Les mécanismes biologiques se caractérisent par des manifestations circulatoires,

humorales non-spécifiques et immunitaires.

1.1.3.1 Manifestations circulatoires

On parle de manifestations circulatoires pour décrire les phénomeénes de migrations et
d’écotropisme (homing) des cellules immunitaires. Dans des circonstances normales, les
leucocytes circulent constamment dans tout le corps et leur mouvement est étroitement
régulé et directionnel. Par exemple, les lymphocytes patrouillent I’organisme a la
rencontre des antigénes en circulant dans les vaisseaux sanguins puis dans les tissus et
dans le systéme lymphatique. Ils acquierent une préférence pour un tissu particulier a
travers leur premiére rencontre avec un antigéne et ils peuvent revenir vers ce licux'’.
On appelle ce phénomene écotropisme. Les macrophages et les granulocytes n’ont pas
de mémoire antigénique, mais ils migrent a partir des vaisseaux sanguins vers les tissus
en réponse a des signaux chimiques produits consécutivement a un traumatisme ou une
infection. Par exemple, des études chez la souris ont montré que la macrocrophage
inflammatory protein 2 (MIP-2) aussi appelée chemokine (CXC motif) ligand 2
(CXCL2) exprimée par les cellules épithéliales intestinales attire les macrophages®’.
Dans le cas des lymphocytes comme des macrophages cette migration dépend des

interactions avec les molécules d’adhésion telles que inter-cellular adhesion molecule 1

(ICAM-1)*".

1.1.3.2 Manifestations humorales non-spécifiques

L’organisme exerce également un contrdle des antigénes via certaines substances
possédant des propriétés antimicrobiennes qui font partie de la circulation humorale
non-spécifique c’est-a-dire qu’elles circulent dans tout le corps via les liquides

corporels. Les défensines (section 1.1.2.2) en sont un exemple. La lactoferrine est une
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autre de ces substances, il s’agit d’une glycoprotéine qui peut se lier au fer, un élément
utilisé dans le métabolisme de nombreux organismes. La lactoferrine est synthétisée non
seulement par les cellules épithéliales, mais elle est aussi présente dans les granules des
neutrophiles®. La lactoferrine augmente également la phagocytose et I’adhérence

cellulaire et influence la sécrétion de cytokines proinﬂammatoiresB; 24

. Le lysozyme et
les peroxydases sont d’autres exemples d’enzymes qui possédent des propriétés

antimicrobiennes>>.

1.1.3.3 Manifestations immunitaires

Au cceur du systeme de protection du corps, se place la défense immunitaire. Deux
principaux mécanismes de défense immunitaire ceuvrent dans le but de protéger
I’organisme : la réponse immunitaire innée et non-spécifique et la réponse immunitaire
spécifique. La réponse innée est une réponse générale, rapide et efficace, mais qui ne
confere pas d’immunité a long terme. La réponse immunitaire spécifique est plus tardive
et comme son nom 1’indique, spécifique. Elle implique une plus forte réponse
immunitaire et une mémoire de la signature des pathogénes qui ont ét¢ une menace. Ces
deux mécanismes travaillent conjointement dans le microcosme intestinal afin de

préserver ’homéostasie.

Réponse immunitaire innée
La réponse immunitaire innée est orchestrée par divers mécanismes qui incluent le
systeme du complément, des peptides antimicrobiens, et différents types de leucocytes.
L’¢lément clef de ces mécanismes est qu’ils sont activés immédiatement pour
rapidement contrdler et contenir 1’élément pathogeéne. Les leucocytes impliqués dans la
réponse immunitaire innée comprennent :

- Les lymphocytes NK (pour Natural Killer) représentent un sous-type de

lymphocytes qui ont pour fonction de détruire les cellules anormales

, : . . 26
(cancéreuses, infectées par un virus, etc) en provoquant I’apoptose . Ils
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produisent également plusieurs cytokines comme ’interféron y (INF- y) et le
Tumor Necrosis Factor o (TNF a), suite a I’activation de leurs récepteurs
membranaires®’. Ces cytokines attirent et assistent les cellules phagocytaires
présentatrices d’antigeénes.

- Les granulocytes neutrophiles et éosinophiles sont des leucocytes qui sont
caractérisés par des granules intra-cytoplasmiques. Ces granules contiennent des
agents antimicrobiens (comme la lactoferrine) qui sont relachés lors de
I’ingestion des microorganismes. Les granulocytes sécrétent également des
cytokines comme TNFa et I’interleukine 8 (IL—8)28.

- Les monocytes et leur forme différenciée, les macrophages, sont des cellules
phagocytaires présentatrices d’antigeénes qui sécrétent également des cytokines
comme TNFa et interleukine 10 (IL-10)%.

- Les cellules dendritiques (CDT) relient les réponses immunitaires innées et
spécifiques. Leur principale fonction est d’interagir avec les pathogénes et d’en
présenter les antigénes aux cellules du systéme immunitaire spécifique.
Cependant, les CDT ont aussi un role dans I’'immunité innée puisqu’elles ont
¢galement la capacité de sécréter des cytokines dont la nature dépend de leur
localisation dans 1’organisme et leur niveau de différenciation. Les CDT du
plasma sont potentiellement impliquées dans la lutte contre les virus via la
sécrétion de la cytokine interleukine 1 (IL-1) et les CDT my¢loides sécretent la

cytokine interleukine 12 (IL-12) en abondance®® ',

Dans le systéme immunitaire inné, la reconnaissance des molécules pathogeénes est
directement inscrite dans le génome. C'est-a-dire que les cellules d’un méme type
possédent les mémes récepteurs qui reconnaissent les mémes motifs moléculaires
bactériens. Ce n’est pas le cas chez les cellules impliquées dans la réponse spécifique
(section 1.1.3.3 p.15). Les récepteurs impliqués dans la reconnaissance des motifs
cellulaires bactériens sont appelés PRR (pattern recognition receptors). Les PRR sont

activés par différents types de motifs bactériens appelés PAMP (pathogen-associated
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molecular pattern). Les Toll-like receptors (TLR) représentent un type de PRR. Ces
récepteurs ont pour fonction de cribler I’environnement cellulaire pour détecter la
présence de menaces bactériennes. Ils sont présents en abondance chez les monocytes,
les macrophages et les CTD, mais aussi chez d’autres types cellulaires comme les
lymphocytes B et les cellules de 1’épithélium intestinal. A ’heure actuelle, on distingue
dix TLR chez I’humain®*?’. Les TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6, TLR11 sont
localisés a la surface cellulaire. Ils répondent a des ligands spécifiques qui, pour la
plupart, composent la membrane bactérienne, tels que des lipides, lipoprotéines ou des
protéines. Par exemple, les TLR4 conjugués a leur corécepteur Myeloid Differention
Factor 2 (MD-2) reconnaissent les lipopolysaccharides (LPS), une famille de molécules
constituante de la membrane externe des bactéries a Gram négatif 8 Les TLR3, TLR7,
TLRS et TLRY sont exprimés dans les vésicules intracellulaires comme le réticulum
endoplasmique, les endosomes, les lysosomes et les endolysosomes. Ces TLR sont
activés par des acides nucléiques bactériens®. Suite & I’activation du récepteur par son
ligand, une cascade de signalisation est enclenchée (Figure 4). Celle-ci méne le plus
souvent a I’activation du facteur de transcription NF-kB qui a son tour active un
programme de transcription de génes (7NF, ILS, etc) ayant pour but de déclencher des
mécanismes d’élimination de la menace bactérienne a un plus grande échelle®. Ces
mécanismes incluent la synthése de dérivés réactifs de 1’oxygene, I’activation du
complément, la sécrétion de chémokines et de cytokines impliquées dans la chimiotaxie
des macrophages phagocytaires et la sécrétion de protéines antimicrobiennes comme les

défensines.
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Figure 4. La signalisation via les TLR

Différents types de récepteurs TLR sont activés par des ligands distincts. Les TLR4
activés par les LPS enclenchent une cascade de signalisation qui passe par I’activation
de différents partenaires dont TRIF Related Adaptor Molecule (TRAM) et TIR domain-
containing adaptor molecule 1(TRIF). L’aboutissement de cette cascade est ’activation
du facteur de transcription NF-kB*’.
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D’autres types de récepteurs sensibles aux motifs moléculaires bactériens existent.
Spécifiques aux vertébrés supérieurs, les récepteurs nucleotide-binding oligomerization
domain containing 1 et 2 (NOD1 et NOD2) sont exprimés par plusieurs types
cellulaires comme les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de Paneth, les
kératinocytes, les cellules épithéliales de I’intestin, des poumons et de la cavité
buccale*'. Principalement identifiés comme récepteurs cytosoliques, mais des études
récentes révélent leur présence a la membrane plasmique* **. Le ligand de NOD1 est le
D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid (1E-Dap) et celui de NOD2 est le muramyl
dipeptide (MDP), tous deux des constituants d’un polymere appelé peptidoglycane qui
compose la membrane bactérienne externe. La stimulation de NOD1 ou NOD?2 par leur
ligand entraine I’activation de NF-«xB et de la voie des mitogen-activated protein kinase
(MAPK) ce qui conduit, comme avec les récepteurs TLR, a la transcription d’un

programme de geénes ayant comme fonction d’éliminer la menace antigénique.

La réponse immunitaire spécifique

Les récepteurs des lymphocytes B et T sont des membres de la famille des
immunoglobulines qui sont impliqués dans la réponse immunitaire spécifique. Les
immunoglobulines ne sont pas encodées telles quelles dans le génome et ne sont pas
prédestinés a reconnaitre un antigéne en particulier. La stratégie du systéme immunitaire
est de générer un trés grand éventail de récepteurs au hasard par réarrangement génique,
de sélectionner les lymphocytes naifs qui possedent les récepteurs utiles par la
présentation d’antigeénes pour lesquels ils sont spécifiques et de leur faire subir une
expansion clonale**. Ce processus de sélection nécessite du temps. Il faut en moyenne 4
a 5 jours avant que I’expansion clonale soit compléte et que les lymphocytes « naifs » se
soient différenciés en lymphocytes effecteurs. Pour cette raison, la réponse immunitaire

, . . , . . , . 45
spécifique est plus tardive que la réponse immunitaire non-spécifique ™.

Les lymphocytes B, sécréteurs d’immunoglobulines (Ig), jouent un role clé dans le

contrdle de I’inflammation intestinale. Plus de 70% de ces lymphocytes se retrouvent
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dans la muqueuse intestinale. De plus, il y a plus d’anticorps IgA sécrétés dans
I’organisme que de tous les autres isotypes confondus®. La production des anticorps est
stimulée par les CDT qui échantillonnent I’environnement bactérien a la surface de
1’épithélium intestinal. A la suite de quoi, les CDT présentent leurs antigénes bactériens
aux lymphocytes B immatures, qui se différencient en plasmocytes et produisent des
IgA spécifiques’. Les anticorps IgA traversent 1’épithelium vers la lumiére intestinale au
moyen du transport intracellaire via les récepteurs pIgR exprimés a la surface des
cellules épithéliale™. Ces IgA se lient aux bactéries et ainsi limitent leur association
avec 1’épithélium intestinal et empéchent leur pénétration dans les tissues. Les détails de
la fonction des IgA dans ces mécanismes sont toujours méconnus, mais ils pourraient
impliquer I’enlisement des bactéries dans la couche de mucus et la promotion de la
phagocytose®’. Les lymphocytes B agissent également comme cellules présentatrices
d’antigenes. Une étude récente a montré que la coopération entre les cellules
dendritiques et les lymphocytes comme cellules présentatrices d’antigénes augmentait la

différenciation des lymphocytes T CD4+ en lymphocyte T régulateurs (Tregs)*.

La muqueuse de I’intestin gréle et du colon contient une population hétérogéne de
lymphocytes T dont environ 60-70% sont des lymphocytes CD4+ (cluster of
differenciation 4) de type T auxiliaire (Ty pour Helper) et 20-30% sont des lymphocytes
CD8+ de type T cytotoxique®. La majorité sont oligoclonaux ayant été activés par les
cellules présentatrices d’antigénes dans les tissus lymphatiques comme les plaques de
Payer. Ils présentent un profil d’expression suggérant leur activation — expression de
I’interleukine 2 (I/L2), interleukine receptor o (IL2RA) et interleukine receptor

BUL2RB). Les lymphocytes T auxiliaires (Ty ) ont des fonctions essentielles dans la
réponse immunitaire spécifique. Entre autres, ils assistent les lymphocytes B dans la
production d’anticorps et la commutation isotopique, ils recrutent et activent les
lymphocytes T cytotoxiques, les macrophages et les granulocytes®'. Différents sous-
types de Ty se distinguent par les cytokines qu’ils sécrétent et leur localisation

tissulaire.
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Les Tyl produisent de ’INFy et sont impliqués dans 1’activation des macrophages et
I’¢élimination des pathogenes intracellulaires et les T2 produisent les interleukines 4, 5,
10 et 13 (IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13) et sont impliqués dans la production des anticorps
de type IgE, le recrutement des €osinophiles et I’élimination des pathogénes

52-54

extracellulaires . Les Tul7 produisent les interleukines 17, 21 et 22 et sont

55; 56
"7 Les

importants dans 1’élimination des bactéries extracellulaires et des mycetes
lymphocytes T régulateurs représentent également un sous-type de lymphocytes T
auxiliaires. Les Tregs contrdlent I’activation, la différenciation et la prolifération des
autres lymphocytes T et répriment I’inflammation a la suite d’infection microbienne. Ils
sécretent les cytokines IL-10 et transforming growth factor-f3 (TGF[) qui sont toutes
deux essentielles pour accomplir leurs fonctions anti-inflammatoires”’. De leur c6té, les

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques contribuent a freiner la propagation de pathogénes

en attaquant directement les cellules infectées et en provoquant leur apoptose”™.

1.1.4 La tolérance immunologique

Le tube digestif étant exposé a des antigenes provenant de la nourriture et des bactéries
de la flore intestinale qui stimulent constamment la réponse immunitaire, un important
constituant de I’inflammation controlée est la tolérance immunologique. Ce phénomene
prévient les réactions immunitaires délétéres causées par des protéines qui doivent étre
absorbées pour combler les besoins nutritionnels et par les antigénes de la flore
intestinale commensale qui participent au métabolisme énergétique, a I’absorption des
nutriments et a la santé en général™. La tolérance immunologique implique la
distinction des antigénes du Soi et du non-Soi. La distinction des antigénes se fait a deux
niveaux. La tolérance centrale se produit durant la maturation des lymphocytes dans le
thymus durant le développement feetal. Les antigénes qui reconnaissent le Soi sont
détruits®. La tolérance périphérique est développée plus tard contre des antigénes
(provenant de la nourriture, de la flore intestinale) qui sont rencontrés par les

lymphocytes T mature. Différents mécanismes ont ¢volué pour gérer la tolérance
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périphérique tels que I’anergie, la délétion et la suppression active. L. anergie est causée
par la reconnaissance de I’antigéne dans des conditions sous-optimales de costimulation.
Sous ces conditions les lymphocytes T deviennent incapables de reconnaitre 1’antigéne
s’il leur est présenté plus tard par des cellules présentatrices d’antigénes dans des
conditions adéquates®'. La délétion se caractérise par 1’élimination par apoptose des
cellules ayant été exposées plusieurs fois au méme antigéne —une caractéristique
importante de I’immunité intestinale. Cette élimination est controlée par le récepteur de
mort cellulaire TNF receptor superfamily, member 6 (Fas) qui est exprimé a de hauts

62; 63 . - ok
»>°. La suppression active est gérée par les

niveaux sur les lymphocytes T intestinaux
lymphocytes T régulateurs qui sécrétent des cytokines anti-inflammatoires comme IL-10
et TGFP et ce faisant freinent 1’activation et la fonction des autres cellules T*'. La
tolérance immunologique est essentielle au controle de I’inflammation intestinale et la

perte cette tolérance est un acteur majeur dans I’inflammation intestinale pathologique.
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1.2 Les maladies inflammatoires de I’intestin

Dans un systéme digestif en santé, des réactions immunitaires controlées régulent les
interactions entre les bactéries et le corps pour maintenir la tolérance immunologique et
I’homéostasie intestinale. Dans certains cas, I’inflammation devient chronique, on parle
alors de maladies inflammatoires de I’intestin (MII). Ces maladies regroupent deux
types principaux soit la maladie de Crohn (MC) et la colite ulcéreuse (CU) qui différent

dans leurs manifestations cliniques (voir section 1.2.2).

1.2.1 Epidémiologie des maladies inflammatoires de I’intestin

Les taux d’incidence les plus ¢levés de MC et CU se trouvent dans les populations

d’ Amérique du Nord, du Royaume-Uni et d’Europe. En Amérique du Nord, les taux
d’incidence de la MC sont estimés a 3,1-14,6 par 100 000 et ceux de la CU a 2,2-14,3
par 100 000*. Dans les régions industrialisées ci-haut mentionnées, les taux se
stabilisent alors qu’ils continuent d’augmenter dans les populations du sud de I’Europe,
de I’ Asie ainsi que dans la plupart des pays en voie de développement®. Les taux de
prévalence varient beaucoup en fonction des origines ethniques. En Amérique de Nord
par exemple, les taux de prévalence les plus élevés se retrouvent chez les Juifs
Ashkénazes®. Dans cette région, les taux de prévalence pour la MC sont plus faibles
chez les gens d’origine hispanique (4,1 par 100 000) ou asiatique (5,6 par 100 000) que
pour les caucasiens (43,6 par 100 000) ou les Afro-Américains (29,8 par 100 000)*’. La
MC est extrémement rare en Amérique du sud et en Afrique, sauf en Afrique du sud ou
I’incidence dans la population caucasienne est de 2.6 par 100 000°. La tendance est la
méme pour la CU. Des taux d’incidence plus élevés sont observés chez les Américains
caucasiens que chez les Afro-Américains et les taux d’incidence sont généralement plus

bas en Asie que dans les populations occidentales®.
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Méme si le diagnostic de MII peut se produire tout au cours de la vie, celui de MC se
produit le plus fréquemment de 15 a 30 ans avec un second pic d’incidence moins

68:99 L’age moyen de diagnostic de la MC est de 29.5 ans’’.

important entre 60 et 70 ans
Le pic d’incidence de diagnostic de la CU se produit entre 20 et 29 ans®. Différentes
¢tudes ont montré que les MII affectaient 1égérement plus les femmes que les hommes.
Cette prédominance se remarque plus particuliérement chez les femmes en fin
d’adolescence et au début de 1’age adulte ce qui suggere que les hormones pourraient

. n . . 64
jouer un rdle dans I’expression de la maladie™.

1.2.2 Manifestations cliniques

La MC a ét¢ identifiée pour la premiere fois par un chirurgien allemand en 1623, mais
c’est le médecin américain Burril B. Crohn qui I’a décrite officiellement et lui a donné
son nom en 19327 La CU a été décrite pour la premiére fois en 1859 par le médecin
britannique Sir Samuel Wilks®. Dans les deux cas, il s’agit de maladies récidivantes. Les
patients se présentent avec entre autres des diarrhées excessives, du sang, du pus et/ou
du mucus dans les selles, des douleurs abdominales intenses et quelquefois de la
fievre’'. Ces manifestations sont dues a de I’inflammation sévére du tube digestif. La

MC et la CU different dans leurs manifestations cliniques (voir Tableau 1).

La maladie de Crohn est caractérisée par de I’inflammation qui peut s’étendre dans tout
le tube digestif de la bouche a I’anus (Figure 5). L’inflammation est profonde et affecte
souvent toute les couches de tissus qui composent I’intestin. La maladie se manifeste par
des régions d’ulcération profonde qui peuvent occasionner des zones localisées d’amas
de leucocytes (granulomes) ou connexions tubulaires entre les intestins et les organes
avoisinants (fistules)’?. Quelquefois la maladie produit des blocages de I’intestin dus a
des formations cicatricielles consécutives a de I’inflammation (strictions). La MC se
manifeste le plus souvent dans la région distale de I’intestin gréle et la région proximale
du cblon. Pres de 50% des patients ont des manifestations d’inflammation dans I’iléon et

le colon. Pour le tiers des patients, I’inflammation est confinée a I’intestin gréle, avec
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I’iléon terminal le plus souvent affecté. Enfin, pour 20 a 25% des patients, le colon seul
est affecté par la maladie’”. Dans la MC, I’inflammation est discontinue, ¢’est-a-dire que
des zones d’inflammation sont entrecoupées de zones de tissus d’apparence saine. Cette
nature discontinue occasionne des présentations cliniques tres variables d’un patient a

Pautre.

Figure 5. Photos de sections d'intestin gréle sain (gauche) et avec maladie de Crohn

(droite)

La muqueuse intestinale atteinte par la MC est enflée, enflammée, et présente des
ulcérations. Dans la MC, I’inflammation est souvent discontinue avec des zones
d’apparence saine qui entrecoupent des zones enflammées.”



Tableau 1. Comparaison de la MC et la CU

Maladie de Crohn (MC)

Colite ulcéreuse (CU)

Incidence
Présentation clinique de la maladie

Distribution sociogéographique

Facteurs de risque environnemental

3,1-14,6 par 100 000
Tout le systeme digestif de la bouche a l'anus
peut étre atteint.

Une majorité des cas sont atteints au niveau
de l'intestin gréle distal et du c6lon proximal;
la moitié des patients ont I'iléon et le cblon
atteints; le tiers est atteint a l'intestin gréle
seulement (surtout l'iléon); de 20 a 25% des
patients ont seulement le c6lon d'atteint.

Inflammation transmurale de la muqueuse et
la sous-muqueuse.

Taux plus élevés dans les pays de
I'hémisphére nord et dans les populations
industrialisées plus riches et urbaines.

La cigarette expose a la MC.

2,2-14,3 par 100 000
Se développe dans le rectum et progresse de
facon proximale.

Inflammation continue.

Taux plus élevés dans les pays de
I'hémisphére nord et dans les populations
industrialisées plus riches et urbaines.

La cigarette et I'appendicite sont des facteurs
protecteurs.

Tableau modifié¢ d’aprés
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Pour la CU, I’inflammation est restreinte a la muqueuse et la sous-muqueuse et s’étend
de fagon proximale a partir de 1’anus pour inclure le c6lon en partie ou en totalité
(Figure 6). Les fistules et les granulomes ne font pas partie des manifestations courantes
de la maladie. De plus, I’inflammation est continue sans entrecoupement avec des tissus
sains. Dans 5% des cas de maladies inflammatoires de I’intestin, il est impossible

d’établir un diagnostic définitif de MC ou CU a cause des similitudes et du

chevauchement entre les pathologies’* (voir le tableau 1 pour une comparaison de la MC

et la CU).

Figure 6. Photos de sections de colon sain (gauche) et avec colite ulcéreuse (droite)

Le colon présenté dans la photo de droite est en phase active, mais bénigne de colite
ulcéreuse. La rougeur marquée est caractéristique de 1’état d’inflammation
(http://www.virtualmedicalcentre.com/diseases.asp?did=173).
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Aux complications caractéristiques des MII dues par exemple a la cicatrisation
s’ajoutent des complications extra-intestinales qui se produisent chez 25% des
patients’'. Elles peuvent affecter tous les systémes, mais les plus communes visent la
peau, les yeux, la bouche, les articulations et le foie (voir Figure 7). L’arthrite et
I’érythéme noueux sont, respectivement, des manifestations rhumatoide et
dermatologique courantes. L’anémie est aussi fréquente’. De plus, les MII sont parmi
les facteurs de risque les plus importants de développer un cancer intestinal. La
prévalence de cancer colorectal (CCR) est de 0.3% dans la population générale alors
qu’elle est de 3.7% chez les patients atteints de CU ce qui représente un risque 12 fois
plus grand pour ces derniers’®””. Une récente méta-analyse constituée de 20 analyses
indépendantes et plus de 40 000 patients a révélé que les risques de CCR et de cancer de
I’intestin gréle étaient respectivement de 2 a 3 fois et de 18.75 fois plus ¢élevé chez les
patients souffrant de MC que pour la population générale’. Les facteurs de risque pour
les CCR reliés aux MII incluent 1’étendue, la sévérité et la durée de la MII, les MII a
début précoce, les manifestations extra-intestinales telles que la cholangite sclérosante
primaire et I’histoire familiale de cancer. Chez un patient atteint d’une MII sévére
depuis plus de 30 ans, les risques de développer un CCR sont de 18%”’. Les patients
atteints de MC sont également plus a risque de développer d’autres cancers qui affectent
la portion supérieure du systéme digestif, les poumons, la vessie et la peau. Les patients
atteints CU sont plus a risque de développer des cancers du foie et de la vésicule biliaire

(. 80
et des leucémies™ .
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Uveite, Episclérite, Iritis
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Pleuresie

Myocardite

Cholangite sclérosante
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Figure 7. Manifestations extra-intestinales les plus communes affectant les patients
souffrant de MII
25% des patients atteints de MII souffrent de manifestations extra-intestinales qui

peuvent affecter tous les systemes mais les plus communes impliquent la peau, les yeux,
la bouche, les jointures et le foie. Figure adaptée de’’
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1.2.3 Traitement

La thérapie a long terme pour soigner les patients atteints de MII est généralement
multidimensionnelle et dictée par le type de maladie ainsi que les sites atteints. Les
médicaments pour gérer les symptdmes comme les antidiarrhéiques sont souvent

utilisés.

1.2.3.1 L’acide S-aminosalicylique

Le premier médicament utilisé pour soulager I’inflammation est généralement un dérivé
de I’acide 5-aminosalicylique (5-ASA) tel que le sulfalazine’> *'. On suppose que ce
composant agit en bloquant la production de prostaglandines et de leukotriénes ce qui en
retour inhiberait la chimiotaxie des neutrophiles, désactiverait les dérivés réactifs de
I’oxygene et inhiberait I’activation de NF-«xB. Il existe une grande variété de
médicaments de types 5-ASA qui doivent étre sélectionnés en fonction de la localisation
de la maladie. Par exemple, pour des patients souffrant d’inflammation colique distale,
un suppositoire sera approprié, des comprimés a oraux a diffusion lente ou couplés a une
matrice pH-dépendante sont ¢galement disponibles pour les gens souffrant
d’inflammation a I’intestin gréle, etc. Le maintien de la rémission par traitement aux 5-

ASA est possible pour la CU mais plus difficile pour la MC *.

1.2.3.2 Les corticostéroides

Les corticostéroides sont habituellement prescrits lorsque les 5-ASA n’ont pas d’effet.
La prednisone entre autres est efficace a des doses de 40 a 60 mg/jours pour les patients
atteints de MC ou de CU de niveau modéré a sévére’'. Les corticoides sont surtout
prescrits dans le cas de crise et leurs effets a long terme n’ont pas été démontrés. De
plus, ils sont souvent accompagnés d’effets secondaires graves qui peuvent toucher de

multiples systémes (hypertension, hyperglycémie, ostéoporose, insomnie, glaucome,
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acné, etc) et occasionnent une dépendance a long terme. Toutefois, ces effets peuvent

A A1 , . . q- 1
étre contrdlés par des suppléments alimentaires ou d’autres médicaments®.

1.2.3.3 Les immunomodulateurs

Pour maintenir la rémission, des cas modérés a séveres de MII, les médicaments
immunosuppressifs ou immunomodulateurs sont souvent utilisés. Les plus utilisés sont
I’azathioprine et son métabolite actif la mercaptopurine. Les risques de la prise de ces
médicaments incluent une augmentation des risques de lymphomes et les patients
doivent étre suivis pour vérifier leurs niveaux de leukocytes'> *!. Certaines personnes
sont porteuses d’alleles spécifiques du gene TMPT (thiopurine s-methyl transferase) qui
les rendent susceptibles de développer des réactions de toxicité suite a 1’administration
de ce type de médicaments®”. En effet, le géne TMPT code pour une enzyme qui est
impliquée dans le métabolisme de ces drogues et qui a comme fonction d’en €éliminer les
dérivés toxiques. Les patients devraient donc idéalement étre génotypés avant
I’administration de ces médicaments. Les mécanismes d’action responsables des effets
thérapeutiques de ce type de médicaments observés sur les patients atteints de maladies
inflammatoires demeurent obscurs, mais ils pourraient inclure la suppression d’un sous-

groupe de lymphocytes T™.

1.2.3.4 Les antibiotiques

Des études cliniques ont montré I’efficacité des antibiotiques pour traiter un sous-
groupe de patients atteints de MC mais son effet n’a pas ét¢ démontré pour la CU. Le
metronidazole par exemple, est efficace pour les patients ayant des fistules péri-anales™.
L’effet des antibiotiques sur la maladie de Crohn témoigne de I’importance de la flore

intestinale dans le développement de la maladie.
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1.2.3.5 Les traitements biologiques

Les traitements biologiques représentent la nouvelle vague de traitement contre les MII.
Un anticorps monoclonal anti-TNFa, I’infliximab, commercialisé sous le nom de
Remicade, est utilisé en clinique depuis 1997**. Son efficacité a été démontrée chez les
patients atteints de CU et de MC et il maintenant utilisé en thérapeutique d’induction et
d’entretien. Cet anticorps se lie au TNFa -une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par
les macrophages activés - soluble et li¢ a la membrane cellulaire. II favorise
I’élimination de TNFa soluble et membranaire et la lyse des macrophages et des
lymphocytes T activés et induit I’apoptose de ces derniers. Ce faisant, il controlerait la
réponse immunitaire a la muqueuse intestinale®. Des études cliniques ont démontré
|‘efficacité de I’infliximab pour induire et maintenir la rémission de I’inflammation
intestinale, prévenir les fistules, prévenir 1’utilisation de stéroides, réduire les besoins
d’hospitalisation et de chirurgies et améliorer la qualité de vie** %**, L’infliximab est
approuvé pour le traitement de la MC et la CU qui ne répondent pas aux thérapies
conventionnelles mentionnées précédemment®. Il s’agit d’un traitement efficace, mais
couteux et il peut étre dangereux, certains cas de mortalité due a la tuberculose ayant été

enregistrés™ .

D’autres anticorps ciblant TNFa et également d’autres cytokines font partie d’essais en
phase clinique. Le Fontoluzimab, un anticorps humanis¢ anti-interféron y a été étudié en
phase II et semble avoir faire diminuer les taux détectés du biomarqueur inflammatoire,
protéine C-réactive, chez les patients atteints de MC modérée a sévére’ . Un anticorps
dirigé contre la sous unité p40 des interleukines 12 et 23 (IL12Bp40) semblent
également avoir des effets positifs’'. Certains nouveaux traitements sont axés sur le
blocage des lymphocytes T. Un anticorps dirigé contre le corécepteur des lymphocytes
T, CD3, a montré¢ des effets chez des patients atteints de CU sévere et réfractaire aux
corticostéroides dans une étude en phase I°°. Une étude de phase II a cependant identifié
un taux élevé de toxicité et d’effets secondaires . Deux autres anticorps le basiliximab

et le daclizumab dirigés contre la chaine a du récepteur a I’interleukine 2 (CD25) et
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approuvés comme médicaments antirejet lors de greffes ont généré des résultats
préliminaires mitigés dans le traitement des MII **°°. D’autres traitements biologiques
ciblent I’inhibition de la migration et de I’adhésion cellulaire. Des inhibiteurs de
molécules d’adhésion comme les intégrines bloquent la migration des leucocytes vers
les sites d’inflammation. Deux études en phase II suggérent que le natalizumab un
anticorps monoclonal contre I’intégrine a4 induit la rémission des patients souffrant de

MC active’®?’.

1.2.3.6 La chirurgie

Dans certains cas de maladies réfractaires a la médication, la chirurgie est indiquée. En
effet, I’ablation du c6lon et du rectum, méme si elle n’est pas souhaitable, guérit la CU.
Toutefois, moins de 10% des patients ont recours & ce type d’opération®'. Pour la
maladie de Crohn, la chirurgie fait partie intégrante du traitement, a la fois pour
controdler les symptomes et pour traiter les complications. Par exemple, la chirurgie est
indiquée dans les cas de perforation de I’intestin gréle ou du colon, mais aussi dans les
cas d’inflammation sévere réfractaire aux autres traitements, d’hémorragie sévere et de
néoplasies”. Dans les 20 ans suivant le diagnostic de MC, trois patients sur quatre
auront eu recours a la chirurgie. Le taux de chirurgie dans les trois ans suivant le
diagnostic oscille entre 25% et 45% dépendamment des pays’>. La chirurgie chez les
patients atteints de MII a comme ligne directrice de conserver au maximum les
fonctions intestinales et sexuelles. Mais trés souvent, la chirurgie a des conséquences
fonctionnelles importantes comme la déficience en vitamine B12 ou les diarrhées
d’acides biliaires et également, dans le cas de la maladie de Crohn, un taux élevé de
rechute”. Plusieurs types de chirurgies peuvent étre envisagés selon le type et 1’étendue

de ’inflammation’* *'.

Traditionnellement, les traitements ciblaient les symptomes et non les causes des MII.
Récemment, une meilleure compréhension des causes immunobiologiques (section

1.2.4) a permis le développement des médicaments biologiques. A moyen terme,
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I’accroissement des connaissances sur la susceptibilité génétique (chapitre 2) pourra

sans doute contribuer a des traitements personnalisés et donc plus efficaces.

1.2.4 Etudes des causes immunobiologiques

Dans le systeme digestif en santé, les mécanismes de régulation anti-inflammatoires font
contrepoids aux signaux inflammatoires pour maintenir 1’équilibre immunologique. Cet
équilibre peut étre brisé pour différentes raisons notamment lorsque 1’intégrité ou la
perméabilité de la barriere intestinale est compromise ou lorsque les réponses
immunitaires innées ou spécifiques sont disproportionnées. Les modéles murins sont
trés utiles pour étudier le développement de I’inflammation intestinale typique des MII.
Méme s’il n’existe pas de modele qui présente exactement les mémes manifestations
physiologiques dont souffrent les patients atteints de MII (qui peuvent se présenter de
facon trés différente chez deux patients différents), les nombreux modeéles murins

permettent d’étudier différents aspects de 1’inflammation.

La perméabilité de la barriére intestinale a été proposée comme facteur étiologique
puisque qu’elle est compromise chez les patients atteints de MII. De plus, leurs parents
sains du ler degré montrent également des signes anormaux de perméabilité

199191 1 ¢ modele de souris dextran sulphate sodium (DSS) permet d’étudier

intestinale
la perméabilité cellulaire. Il est généré en ajoutant le polymére DSS dans 1’eau de la
souris pendant quelques jours. Le résultat est une colite caractérisée par des diarrhées,
du sang dans les selles, de ’ulcération et des infiltrations de granulocytes'** ', Comme
la colite se produit quand méme chez les animaux souffrant d’immunodéficience sévere
combinée (Severe combined immunodeficiency ou SCID) ou qui sont déficients par
délétion (knockout) pour les génes recombinant activating gene 1 or 2 (ragl, rag2), en
d’autres termes chez les animaux ne possédant pas de lymphocytes T ou B, la réponse

104 .
. Deux études

immunitaire spécifique ne joue pas un role important dans ce modele
récentes se sont penchées sur le role des récepteurs TLR4 dans I’intégrité épithéliale

intestinale'* '%°. Ces deux études faites chez des souris knockout pour les génes TLR4
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ou myeloid differentiation primary response gene 88 (MYDS§8) — encodant une protéine
impliquée dans la signalisation via les TLRs - suggérent que la signalisation via les
TLRs est importante pour le maintien de la barri¢re épithéliale. Dans les deux études, les
souris TLR4 -/- ont moins souffert de I’inflammation que les souris de type sauvage
(TS). Etrangement les deux groupes ont noté une plus grande perte de poids, de
saignements intestinaux et un plus haut taux de mortalité chez les souris TLR4 -/-
soumises au DSS que les souris TS soumises au DSS. Cette susceptibilité¢ au DSS a été
attribuée a des problémes de prolifération épithéliale et une augmentation de la

. ;o : 105
translocation des bactéries commensales aux nodules lymphatiques .

Les macrophages et les CDT sont des acteurs importants de la réponse immunitaire
innée. Dans les tissus enflammés typiques des Mlls, les macrophages sont activés et
produisent différentes cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1a, IL-1f et TNFa'""
198 Les patients atteints de MC présentent un plus grand nombre de macrophages dans
la muqueuse intestinale que les témoins en santé et ces macrophages sécrétent davantage
des cytokines IL-23 et TNFa et contribuent a la production de INFy par les
lymphocytes T'”. Les CDT intestinales expriment davantage les récepteurs TLR2 et
TLR4 chez les patients atteints de MII que les témoins en santé et chez les patients
atteint de MC les CDT du colon produisent plus de cytokines IL-12 et IL-6'"°. Les
modeles murins permettent d’expliquer de fagon moléculaire, les causes de ces
différences dans I’expression de cytokines. Par exemple, les modeles de souris knockout
pour le géne NOD2 présentent des anomalies dans la production de cytokines'''. De
plus, ces modéles murins montrent entre autre que les polymorphismes de NOD?2

associés a la MC (section 2.3.1.1) causent une perte des effets régulatoires médiés par

Iactivation et la signalisation de NOD2''%,

Au niveau de la réponse immunitaire spécifique, de nombreuses altérations
immunobiologiques sont notables chez les patients atteints de MII. Les lymphocytes B

sécrétent davantage d’IgA'". Les patients atteints de CU sécrétent davantage d’IgG1 et
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les patients atteints de MC sécrétent davantage d’IgG toutes classes confondues''*. Les
sous-types de lymphocytes T prédominants présentent également des différences.
Depuis I’identification des sous-types de lymphocytes T CD4+ Tyl et T2 qui se
caractérisent par des profils d’expression de cytokines distincts, chez la souris> puis
chez I’humain'"®, I’étude des lymphocytes T CD4+ a considérablement progressé. On a
identifi¢ d’autres sous-types, dont les Tregs et les Tyy17 > °% 1'®_ Plusieurs observations
témoignent de I’importance des sous-types Tyl et Tyl7 dans 1’étiologie de la MC. Par
exemple, les taux élevés de production des cytokines INF-y et IL-12 par les cellules
mononuclées de la muqueuse intestinale''” ''®. De plus, la MC est associée a des taux
¢élevés de IL-17 et d’INFy par les lymphocytes Ty17 et aussi d’IL-21 qui régule la

production de IL-17""% 120121

. La CU est considérée comme une maladie de type Ty2
atypique puisqu’on observe un sous-ensemble des cytokines T2 classiques. On observe
notamment des taux élevés de production d’IL-5 et IL-13 par les lymphocytes Ty et
d’IL-13 par les lymphocytes NK dans les tissus enflammés de patients atteints de CU'*%.
Cependant, les lymphocytes Ty17 jouent également un role dans la pathologie'*’. Les
constats sont moins clairs pour les Tregs mais certaines observations suggerent que le
nombre et la fonction des Tregs pourraient étre modifiés chez les patients souffrant de
MII ce qui contribuerait au maintien de I’inflammation'** '**. De plus, les modéles
murins montrent que les Tregs sont essentiels pour bloquer la colite induite

expérimentalement'> et que les cytokines anti-inflammatoires TGFp et IL-10 produites

par les Tregs semblent étre responsables de ce blocage' .

Tous ces bouleversements cellulaires s’ils se produisent dans le tube digestif de fagon
chronique provoquent des manifestations anatomiques qui conduisent aux maladies

inflammatoires de 1’intestin.
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1.2.5 Facteurs de risque environnemental

L hypothése la plus communément acceptée sur la cause des MII suggere que la
combinaison de facteurs environnementaux et de prédispositions génétiques (chapitre 2)
provoque une dérégulation du systéme immunitaire gastro-intestinal face au microbiome
bactérien. A titre d’exemple pour appuyer I’importance de la génétique dans le
développement de la maladie, les études de jumeaux monozygotes sont souvent citées.
La plupart présente des taux de concordance d’environ 50-60% pour la MC'?”'%¥ Ce
qui veut dire que 40 a 50% des gens ayant une constitution génétique identique sont
discordants en ce qui a trait a la MC. Les influences environnementales jouent donc un
role tout aussi important que la génétique dans le développement des MII. On les classe
donc dans les maladies complexes puisque I’interaction de plusieurs facteurs
environnementaux et génétiques contribue a leur cause. Le principal facteur
environnemental qui influence 1’inflammation et la réponse immunitaire est le
microbiome bactérien (chapitre 1). Classiquement, deux autres facteurs ont été étudiés

abondamment: la cigarette et ’appendicectomie.

1.2.5.1 La cigarette

Etrangement, la cigarette est considérée comme un facteur protecteur pour la CU et
facteur de risque pour la MC. En effet, plusieurs études ont confirmé cette affirmation
dont une métaanalyse publiée en 1989 par Calkins qui conclue que les fumeurs ont
considérablement moins de chance de développer une CU que les gens qui n’ont jamais
fumé, c’est-a-dire que le risque relatif approché (odds ratios, OR) est de 0,4 (95%
Intervalle de confiance (IC) 0,34-0,48)'*. Mais cette « protection » n’est conférée
qu’aux fumeurs actifs, un calcul du risque des anciens fumeurs donne un OR de 1,64
(95% IC 1,35-1,98). La cigarette semble influencer la présentation clinique de la
maladie. Dans une autre étude, on note que les fumeurs ont moiti¢ moins de chance
d’étre hospitalisés que les non-fumeurs'’. Les timbres de nicotine semblent avoir

quelques effets bénéfiques sur le taux de rémission de la maladie''. Par contre,
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plusieurs études ont montré que la cigarette est un facteur de risque pour la MC. La
métaanalyse de Calkins suggére que les fumeurs sont plus a risque pour cette maladie
avec un OR de 2.0 (95% IC 1,65-2,47)129. Les anciens fumeurs, avec un OR de 1,80
(95% IC 1,33-2,51) seraient aussi a risque, mais moins que les fumeurs actifs donc
arréter de fumer serait bénéfique pour les patients souffrant de MC. Entre autres, la
cigarette aggrave les manifestations cliniques de la MC, en favorisant la formation de

fistules ou de strictions'>2.

On ignore les mécanismes exacts régissant |’interaction entre la cigarette et le
développement des MII. Certaines observations permettent cependant d’avancer des
hypotheses. Par exemple, les macrophages exposés au monoxyde de carbone sécrétent
moins de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a et plus de la cytokine anti-inflammatoire
d’IL-10 sous stimulation LPS que les macrophages non exposés'>>. La cigarette a des
effets déléteres sur les phagocytes qui passent par la diminution de leur pouvoir
bactéricide et bactériostatique'**. De plus, la cigarette et la nicotine diminuent les taux
de cytokines dans la muqueuse du colon des fumeurs souffrant de MII, spécifiquement
de IL-1P et d’IL-8 pour la CU et de IL-8 pour la MC'*>. D’autres observations
suggerent qu'une augmentation de la production de mucus chez les fumeurs serait

136

bénéfique . Les effets néfastes seraient entre autres modulés par les dérivés réactifs de

I’oxygene (DRO). Les fumeurs générent plus de DRO et leur pouvoir antioxydant est

137

plus faible °'. De plus, on a observé que I’exposition a la fumée de cigarette augmente la
production de DRO et favorise I’infiltration des neutrophiles dans le c6lon de rat atteint
de colite induite chimiquement'*®. Toutes ces observations n’expliquent pas les
différences observées entre les effets de la cigarette sur la MC et la CU cependant les
différences de susceptibilité génétique pourraient étre en cause. Par exemple, le géne de
susceptibilité NOD2 est spécifique 4 la MC (voir chapitre suivant)'*’. Conséquemment,
certaines voies biologiques sont spécifiquement impliquées dans 1’une ou I’autre de ces

maladies et un effet de synergie de ces voies avec la cigarette pourrait expliquer les

différences.
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1.2.5.2 L’appendicectomie

Plusieurs études ont associé¢ 1’appendicectomie a des risques réduits de développer la
CU. Une métaanalyse de 17 études populationnelles réalisées dans les années 90
impliquant 3600 cas et plus de 4600 controles a montré que 1’appendicectomie était
associée a un OR de 0,312 (95% IC 0,261-0,373) des risques subséquents de CU'*’. Une
étude suédoise publiée en 2001 a également observé un effet protecteur a la CU d’une
appendicectomie suivant une appendicite avec perforation (OR 0,58 95% IC 0,38-0,87),
d’une appendicite sans perforation (OR 0,76 95% IC 0,65-0,90) et d’une adénopathie
mésentérique (OR 0,57 95% IC 0,36-0,89)'*". De plus, la protection contre la CU a été
observée uniquement chez les patients ayant subi leur appendicectomie avant I’age de
20 ans. Par ailleurs, cette étude n’a pas identifié de lien entre 1’appendicectomie liée a
des douleurs abdominales non spécifiques et la CU (OR 1,06 95% IC 0,74-1,52). Cette
observation a poussé ce méme groupe a investiguer davantage et dans une étude
subséquente, il conclut que 1’appendicectomie en elle-méme ne proteége pas contre la CU

mais I’inflammation de ’appendice sous-jacente est un facteur protecteur'**.

Le groupe suggere plusieurs théories pour expliquer le mécanisme derricre cette
protection. Entre autres, la théorie de I’immunité constitutionnelle selon laquelle les
individus développeraient une réponse immunitaire distincte, souvent simplifiée par la
dichotomie Ty1/Ty2, suite a des facteurs génétiques et environnementaux. Le profil de
réponse immunologique des gens ayant eu une appendicite dans 1’enfance serait de type
Tyl alors que la CU est de type Ty2. Cette différence préviendrait le développement de
la CU. Pour appuyer cette hypothéese, une étude a montré que les patients souffrant de
CU ayant eu une appendicectomie (sans doute suite a une appendicite) présentent
généralement des symptomes plus bénins que les patients n’ayant pas eu
d’appendicectomie'®’. Il ne semble pas y avoir de lien clair entre I’appendicectomie et la
MC. Une méta-analyse a présenté I’appendicectomie comme un facteur de risque pour
la MC mais la majeure partie du risque a été observée dans la premicre année et apres 5

. S C. . l44 N .
ans le risque n’était plus significatif . Les auteurs suggerent que ces observations
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traduisent des problémes de diagnostic, c’est-a-dire que les patients souffrant de MC
non-diagnostiquée subissent une appendicectomie injustifiée. En somme, les différences
observées entre les effets des facteurs de risque environnemental comme la cigarette et
I’appendicite sur le développement de la MC et la CU sont multifactorielles et semblent

reliées au contexte génétique.

1.2.5.3 Autres facteurs

D’autres facteurs de risque environnemental qui contribueraient a provoquer des
réactions immunitaires dérégulées typiques des MII ont été proposés quoique leurs liens
directs avec les MII ont été moins systématiquement confirmés. Une bonne proportion
de ces facteurs de risque tourne autours de 1’hypothese de I’hygieéne avancée par
Strachan'®. L’hypothése s’appuie sur le fait qu’au cours du 20° siécle, les pays
industrialisés ont bénéficié d’améliorations considérables dans les niveaux d’hygieéne
due entre autre a ’accés a de ’eau potable, a de I’eau chaude, a la réfrigération des
aliments ainsi que la réduction de la taille des familles. Parallelement, les incidences
d’allergies et de maladies inflammatoires et auto-immunes ont augmenté, par exemple
entre 1968 et 1983, I’incidence de MC chez les enfants écossais a triplé'*. Selon
I’hypothése de I’hygiéne un enfant du modernisme pourrait étre surprotégé contre les
infections communes. Lorsqu’il entre en contact avec une infection plus tard durant sa
vie, des réactions inflammatoires disproportionnées se déclenchent menant au

14 O] . .
7. Des facteurs spécifiques, indicateurs du

développement de maladies comme les MII
niveau d’hygienes, tels que les infections au Helicobacter pylori, la taille de la fratrie,
I’ordre de naissance dans la fratrie, expositions aux animaux et grandir en ville ou en
campagne ont été considérés mais les études ont donné des résultats mitigés'*’'*.
Toutefois, la localisation géographique pourrait influencer le développement des MII
puisque les études épidémiologiques montrent des disparités dans la distribution de la

prévalence des MIIs en fonction des pays.
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Chapitre 2
Les maladies inflammatoires de 1’intestin: des maladies

genétiques

2.1 Une histoire familiale

Plusieurs observations permettent d’avancer que les MII sont au moins en partie des
maladies génétiques. En effet, plusieurs études montrent qu’un individu souffrant de
MII est plus susceptible d’avoir un membre de sa famille qui en souffre aussi. Des
études populationnelles concluent que de 5 a 10% des patients ont un membre de leur
famille rapprochée qui souffre aussi de MII"". Le risque relatif 4 la fratrie est estimé a
30 a 40 fois pour la MC et 10 a 20 fois pour la CU. Les études de jumeaux supportent la
théorie d’une contribution génétique, les taux de concordance étant plus élevés pour les
monozygotes que pour les dizygotes surtout pour la MC (27-58% vs 0-12%) mais aussi
pour la CU (6-15% vs 0-6%)"°" '°!. De plus, il a été observé que ’age de diagnostic et le
phénotype de la maladie sont aussi héréditaires dans la MC'**, Finalement, des études
ont montré que les membres de la famille rapprochée de patients souffrant de MC ou
CU sont plus a risque de développer la CU ou la MC, respectivement, ¢’est-a-dire que
certains facteurs de risques génétiques sont communs 4 ces deux maladies'% 1% 1%,
Mais les MII sont des maladies complexes, d’un point de vue génétique. Une
architecture complexe de genes, d’interactions géniques, d’environnement,
d’interactions génes-environnement est a 1’origine de la pleine manifestation du

155

phénotype de la maladie ~°. De plus, chaque géne n’a souvent qu’un effet modeste sur le

risque de développer la maladie.
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2.2 Structure du génome et variations

2.2.1 Contexte qui a favorisé les découvertes
Durant la derniére décennie, le domaine de la génétique humaine a été le théatre de
plusieurs découvertes et avancées révolutionnaires. La plus grande percée a sans doute

156; 157 .
> 2°". Plusieurs autres

¢été réalisée avec la complétion de la séquence du génome humain
développements ont contribué¢ a augmenter les connaissances sur les maladies
complexes: I’identification d’un grand nombre de marqueurs génétiques ponctuels (entre
autres des Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) et des variantes en nombre de copies
(copy number variants ou CNV)); des avancées dans la compréhension de la corrélation
et du déséquilibre de liaison entre les SNP; le développement de plusieurs méthodes de
génotypage a haut débit; le séquengage du génome d’autres espéces comme la souris et
I’émergence de nouvelles disciplines telle que la bio-informatique. Ces nouveaux outils
et techniques d’analyse ont ouvert la porte a des études d’association a grande échelle
utilisant des marqueurs génétiques pour examiner des génes ou des régions du génome

dans le but de trouver des variantes responsables de la susceptibilité aux maladies ou

tout autre trait complexe.

Les prémisses du Projet Génome Humain (PGH) ont vu le jour au milieu des années 80,
quand quelques visionnaires ont décidé de briser les rangs et I’idéologie généralement
acceptée que les recherches en biologie doivent toujours étre menées par une
hypothése'*®. La justification majeure du PGH était que d’acquérir de I’information
fondamentale sur notre matériel génétique allait augmenter la compréhension de la
génétique humaine et des roles des génes dans la santé et la maladie. De plus, dés les
débuts, un des principes du PGH était que les données et ressources devaient étre
disponibles rapidement a toute la communauté scientifique avant méme publication'*®.
Les bénéfices de ce projet sont donc énormes. Ils incluent 1’accés public a la structure et

la séquence de chaque géne humain qui permet d’étudier rapidement et relativement
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facilement la fonction et la régulation d’un gene. Ce type d’information facilite

énormément I’étude des effets de variantes de séquence.

2.2.2 Variations et marqueurs génétiques

Le génome humain comprend environ 3,3 milliards de paires de bases d’ADN""%*’_ On
a d’abord surestimé le nombre total de génes du génome humain, mais les études
phylogéniques récentes comptabilisent environ 20 500 geénes codant pour des
protéines'’. De nombreuses études ont montré qu’il existe plusieurs variations ou
différences pouvant étre identifiées par la comparaison du génome de deux individus, on
les appelle des variantes génétiques. Ces variantes expliquent les différences
phénotypiques entre les individus, que ce soit au niveau de I’apparence, de la
susceptibilité¢ aux maladies ou de la réponse thérapeutique différentielle. Il existe

plusieurs types de variantes génétiques.

2.2.2.1 Les répétitions en tandem

Les répétitions en tandem (RT) et les SNP, entre autres, ont ét¢ abondamment utilisés
comme marqueurs dans les études génétiques. Les RT sont définies par des blocs de
séquences répétées. Ces répétitions peuvent étre localisées sur un ou plusieurs
chromosomes différents. On leur donne des noms spécifiques en fonction de la taille
moyenne de leur bloc répété, des plus petites répétitions (les microsatellites) aux
répétitions plus longues les CNV. Les répétitions composent environ 50% du génome'*
"7 Les définitions varient, mais on nomme habituellement les répétitions d’unités
composées de 9 nucléotides ou moins, des microsatellites, et les répétitions d’unités de
10 nucléotides ou plus, des minisatellites'®. Les RT sont instables, leur taux de
mutation variant souvent entre 10~ et 107 par division cellulaire est de 10 & 100 000 fois
plus élevé que dans le reste du génome'®'. La plupart de ces mutations causent des
polymorphismes de répétition, c’est-a-dire que des unités complétes de répétition sont

ajoutées ou retranchées. Une bonne partie des RT est située dans les geénes ou les régions



40

régulatrices. En effet, environ 17% des génes contiennent des répétitions dans leur
séquence'®. Les répétitions de 3 et de 6 nucléotides sont de loin les plus fréquentes,
possiblement parce qu’il y a de la sélection contre les variations qui changent le cadre de

163
lecture

. Les RT ne se trouvent pas dans tous les types de génes, on les trouve
davantage dans les génes qui encodent des protéines régulatrices comme les facteurs de
transcription'®*. Les polymorphismes de RT peuvent étre liés a des variations de
fonction qui provoquent des maladies dont les plus connues sont le syndrome de 1’X

1 ¢t ]a maladie de Huntington'®’. Typiquement, la

fragile'®, 1a maladie de Kennedy
sévérité de la maladie est plus importante et I’apparition des symptomes est plus hative
chez les patients portant un plus grand nombre de RT. Il existe beaucoup de variations
dans la longueur des RT (c’est-a-dire beaucoup d’alleles) chez les non affectés, mais ces
derniéres ne dépassent pas le seuil pathogénique. Comme plusieurs all¢les sont souvent
présents a un méme locus, les génotypes familiaux sont souvent trés informatifs. En

conséquence, les microsatellites ont beaucoup été utilisés dans les études de génétique

des populations et de cartographie génétique par approche de liaison (section 2.3.1).

2.2.2.2 Les SNP

La forme la plus commune de variantes génétiques est le polymorphisme nucléotidique
d’une seule base (SNP). A I’heure actuelle, il y a environ 20 000 0000 de SNP entrés
dans la base de données dbSNP (Build 132, rs # validés,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Dans deux génomes humains tirés au
hasard, 99,9% de la séquence d'ADN est identique. Les 0,1% restants contiennent des

- . Lo 168
variations de séquence en majorité des SNP

. La plupart des SNP sont communs et
bialléliques. Deux SNP sur trois impliquent le remplacement d’une cytosine par une
thymine. Les SNP sont stables, trés abondants et distribués dans tout le génome. On

estime qu’un SNP est présent toutes les mille paires de base environ'®.
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L’étude systématique sur des SNP communs a permis de découvrir que les individus qui
portent 1’allele d’un SNP a un site précis portent souvent des alléles spécifiques a des
sites voisins. C'est-a-dire que les variations génétiques qui sont proches 1’une de 1’autre
tendent a étre héritées en bloc haplotypique, de dix a quelques centaines de kilobases, en
déséquilibre de liaison (DL) (Figure 8). Une fois que ces blocs sont identifiés, ils

A sz \ 170; 171
peuvent étre traités comme des alléles'’* !’

. Un ou plusieurs all¢les sur le bloc prédisent
I’identification des autres alléles. Ce DL existe a cause de I’ascendance partagée des
chromosomes contemporains. Quand une nouvelle variante causale apparait a la suite
d’une mutation — que ce soit un SNP, une insertion/délétion, ou autre — cette variation
est liée au chromosome unique ou elle est apparue et elle est marquée par une

172 Cette constatation a servi de base a la création du
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combinaison distincte de variantes
projet HapMap mené par un consortium international qui en Octobre 200 s’est
donné pour objectif de déterminer les patrons communs de variations dans la s€quence
du génome humain et de mettre ces informations a la disponibilité de tous. Le
consortium voulait développer une carte de ces patrons génétiques a travers le
génotypage d’un million de SNP et la détermination de leur fréquence et du degré de
corrélation entre eux dans des échantillons d’ADN de populations d’ascendance
africaine, asiatique et européenne’ . La base de données HapMap compte aujourd”hui
plus de 4 millions de SNP dans la population CEPH d’ascendance européenne (HapMap
data release HapMap data release #28, August 2010, on NCBI B36 assembly, dbSNP
b126). Concretement, cette base de données permet de sélectionner un nombre restreint
de SNP pour I’étude de la variation sur un chromosome entier voire sur tout le génome.
Cette innovation permet de réduire les cotits de génotypage et donc de faciliter les

projets a grande échelle. La multiplication des études d’association pangénomiques

depuis cinq ans est le témoignage de la réussite du projet HapMap.
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Figure 8. Déséquilibre de liaison

Cette figure est une représentation de la distribution des variantes de séquence de la
région chromosomique 5q31 (IBD5) dans une cohorte d’ascendance européenne. Ces
variantes sont arrangées en blocs haplotypiques communs plus ou moins longs
(séquences de couleur) qui sont transmis tel quel et caractérisés par une faible variabilité
génétique (a). Ce phénomene d’association préférentielle des variantes est appelé
déséquilibre de liaison. Des épisodes de recombinaisons séparent les blocs entre eux.
Les lignes pointillées représentent les associations les plus communes entre les blocs.
Enfin en b, les pourcentages représentent la proportion des chromosomes observés qui
correspondent aux haplotypes communs représentés ici'’’.
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Selon la nature et la localisation des variantes génétiques, elles peuvent étre silencieuses
ou influencer la voie biologique dans laquelle la protéine encodée par le géne joue un
role. Par exemple, certaines variations génétiques menent a des différences dans la
structure de la protéine et modifient sa fonction, alors que d’autres variantes peuvent
modifier le niveau auquel le géne ou la protéine est exprimé. Quelques unes de ces
variations qui ont des conséquences fonctionnelles peuvent influencer les phénotypes
normaux (ex. taille, couleur des yeux, etc.) alors que d’autres peuvent influencer des
phénotypes cliniques et donc étre considérés comme facteurs de risque génétique. Ce
sont ces derniers qui sont les sujets d’études génétiques visant a identifier les génes de

susceptibilité a des maladies.
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2.3 Stratégie d’identification de facteurs de risque génétique

sur les MII

2.3.1 Etudes de liaison: les premiéres découvertes génétiques des MII
L’identification du géne et de la variante causale d’une maladie est un défi important.
Dans le cas des maladies monogéniques, il y a un locus a identifier. Pour les maladies
complexes, comme les MII, il y en a plusieurs et la plupart des génes ont un effet
modeste sur le phénotype. La cartographie génétique est le terme utilisé pour décrire la
localisation de genes impliqués dans des phénotypes sur la base de la corrélation avec

des variantes génétiques sans qu’il n’y ait d’a priori sur leurs fonctions'®®

. Deux
stratégies de cartographie génétique ont été particulierement utilisées : les études de

liaison et les études d’association (Figure 9).
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Figure 9. Représentation classique d'étude de liaison et d'association

Les ¢études de liaison ont pour but de localiser les régions chromosomiques qui
contiennent des genes de susceptibilité en employant des tests statistiques indirects qui
examinent la cotransmission des marqueurs génétiques et de la maladie (ou du trait
complexe étudié) au sein de familles. Les études de liaison sont efficaces pour étudier
les facteurs génétiques hautement pénétrants qui sont rares dans une population.
Typiquement, plusieurs familles sont incluses dans ces études et le partage d’alleles
entre les membres d’une famille qui sont atteints par la maladie est analysé. Par
exemple, en A, il y a deux parents non atteints et deux enfants atteints. On s’attend a ce
que les enfants atteints partagent 0, 1 ou 2 all¢les dans une proportion de 0,25/0,50/0,25
respectivement. Si les deux enfants d’une méme famille partagent des alleles d’un
marqueur spécifique plus souvent que dicté par le hasard, il est possible que le marqueur
soit 1ié a la maladie. Méme si les all¢les partagés entre deux enfants d’une méme famille
doivent étre les mémes, les alle¢les partagés entre les familles peuvent étre différents et
toujours étre liés a la maladie. D’autres parts, les études d’association testent des alleles
spécifiques a travers tous les individus d’une population étudiée. Il existe deux types
communs de designs expérimentaux pour les études d’association : les études
populationnelles de type cas/témoins (ou contrdles) (B) et les trios qui comprennent
deux parents et leur enfant atteint (C). Les études d’association de cas/témoins testent si
un allele est corrélé a une maladie en déterminant si les fréquences alléliques différent
entre les cohortes de cas et de témoins non-apparentés. Des centaines voire des milliers
d’échantillons sont testés dans les études cas/témoins. A des fins de simplification, on
illustre ici (B) une différence évidente entre les fréquences de I’alléle C dans une étude
de 6 cas (66%) et 6 témoins (33%) ce qui « suggere » une association de cet allele avec
le phénotype de la maladie. Dans les trios, 1’all¢le transmis (T) est 1I’équivalent du cas et
I’allele non transmis (U pour untransmitted), du témoin. Le principe est démontré (C) en
utilisant un seul trio, mais typiquement des centaines de trios sont testés. Dans cet
exemple, I’all¢le C est transmis deux fois (100%) a I’enfant atteint « suggérant » une
association. Les études de cas/témoins sont plus efficaces que les études basées sur des
familles parce qu’elles requi¢rent moins d’échantillons pour procurer la méme
information (1 cas et 1 contrdle au lieu des 3 membres du trio). Cependant, dans les
¢tudes populationnelles, il y a quelquefois des différences de fréquences alléliques non
reliées au trait étudi¢. Ce phénomene est appelé stratification. Les trios ne sont pas
susceptibles a la stratification puisque le contrdle, constitué¢ du chromosome non
transmis, est parfaitement appari€. Les études de liaison et d’association peuvent étre
pangénomiques ou ciblées a une région chromosomique précise selon le choix des
marqueurs. (Modifiée d’aprés ).
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Les études de liaison (Figure 9A.) mettent a profit la structure familiale pour suivre les
patrons de transmission des all¢les-marqueurs et des phénotypes étudiés, une région
chromosomique est identifiée comme contenant un locus potentiel quand la maladie et
I’allele-marqueur sont cotransmis plus souvent qu’on s’y attendrait. Cette stratégie
d’analyse génétique a été congue en 1913 par Sturtevant pour ses études sur les
drosophiles'””. Mais les études de liaison sur les humains ont longtemps été impossibles
a cause de la petite taille des familles (comparée aux études animales), les croisements
aléatoires et le petit nombre de marqueurs génétiques connus. La premicre étude de
liaison réussie chez les humains a identifi¢ le géne responsable de la maladie de

Huntington en 1983'"

. De facon générale, les microsatellites ont été utilis€s comme
marqueurs de prédilection dans les études de liaison. Dés 1987, une carte pangénomique
de quelques 400 marqueurs microsatellites était disponible'”’. En 1996, la carte
comportait plus de 5000 microsatellites'”®. Ces outils génétiques ont facilité

I’identification de génes liés a des maladies.

Quoique tres utiles pour identifier les génes de maladies mendéliennes monogéniques
classiques, les études de liaison ont ét¢ moins puissantes a identifier les geénes de
maladies complexes'®. La plupart des maladies communes et des traits quantitatifs ont
des architectures complexes par lesquelles le phénotype est déterminé par la
combinaison des interactions entre plusieurs génes et I’environnement' . L’effet
individuel de chaque facteur de risque pour la maladie sera donc modeste. De plus, les
variantes correspondant aux facteurs de risque ont généralement des fréquences élevées
et une pénétrance faible. Ces constatations combinées aux tailles relativement petites des
cohortes utilisées classiquement dans les études de liaison expliquent la puissance
statistique faible et le peu de succes qu’ont eu ces derniéres avec les maladies

complexes.

Des ¢études de liaison utilisant un ensemble important de marqueurs combinés a une

cohorte tres large composée de grandes familles peuvent obtenir quelque succés dans
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I’¢tude des maladies complexes. Cependant, les loci de liaison qui font souvent plus de
10 mégabases doivent étre ensuite criblées lors d’études d’association pour pouvoir
préciser le géne ou la variante causals'®’. Tout de méme, les études de liaison ont
contribué a identifier quelques-unes des régions chromosomiques contenant des génes
de susceptibilité¢ aux MII (Tableau 2)'*'. L’importance de la liaison est exprimée le plus
souvent en terme de logarithm(;y) of the odds (LOD score). Le LOD score donne une
estimation du niveau de liaison entre deux loci, par exemple le locus marqueur et le
locus maladie. Un LOD score de plus de 3,6 est considéré comme significatif dans une
étude de liaison pangénomique'™. Ce seuil a été le sujet de nombreux débats, mais
concrétement, il décrit le LOD score minimal pour lequel on peut affirmer avec moins

de 5% d’erreur (P<0,05) que les deux marqueurs sont liés'*.
Les loci IBD1 a IBD6 ont été identifiés comme significatifs dans des études de liaison

pangénomique alors que les loci IBD7 et IBD8 suggéerent des liaisons aux MII (voir

références tableau 2).

Tableau 2. Premiers loci MII identifiés par liaison

Locus Région chr. Commentaires Référence
IBD1 16q12 Spécifique a la MC, géne NOD2 183
IBD2 12p Possiblement spécifique a la CU 184
IBD3 6p locus MII, région HLA 185
IBD4 14q911-12  Possiblement spécifique & la MC 186
Spécifique a la MC, agrégat de génes codant
IBD5  5q31 pour des cytokines 181
IBD6 19p locus M 181
IBD7 1p35 locus MII 187

188

IBD8 16p12 Possiblement spécifique a la MC
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Les premicres tentatives d’identification de facteurs de risque génétique aux MII ont été
réalisées par des approches de liaison dans des familles multigénérationnelles. Plusieurs
régions génomiques ont été identifiées (Tableau 2), mais elles étaient souvent tres
grandes (plusieurs mégabases) et elles contenaient de multiples genes (quelquefois des
centaines). Pour identifier les génes causals dans ces régions, les chercheurs se sont
tournés vers les études d’association qui sont basées sur le calcul des différences entre

les fréquences alléliques dans les cas et dans les controles (voir section 2.3.2).

2.3.1.1 NOD2

En 2001, le premier locus porteur de risque pour la MC et I’un de ceux qui sont
systématiquement répliqués, NOD2, a été identifié par Hugot et a/ dans la région de
liaison IBD1 sur le chromosome 16, une région qui avait été identifiée précédemment
par le méme groupe'*” '®. Les résultats démontraient un signal d’association a la MC
centré sur le géne NOD?2 qui s’amenuisait de part et d'autre du géne. Les auteurs ont
donc conclu que NOD? était le facteur de risque. Paralléelement, deux groupes
indépendants ont publié 1’association du geéne avec la MC par le biais d’études
d’association par génes candidats'® . Trois variantes codantes communes ont été
identifi¢es via ces études (Leul007insC, Arg702Trp, Gly908Arg). Elles sont toutes
localisées dans le domaine LRR (pour leucine-rich repeat) impliqué dans la
reconnaissance au ligand. Plusieurs autres variantes rares sont soupgonnées d’avoir un
impact significatif sur le risque de développer la MC mais leur rareté complique
I’évaluation de leur impact véritable'*’. Tel que mentionné dans le chapitre 1 de cet
ouvrage (section 1.1.3.3), les récepteurs NOD2 font partie des PRR et reconnaissent des
motifs bactériens spécifiques. Ils ont un réle important dans la réponse immunitaire
innée puisqu’ils activent la voie de signalisation de NF-kB suivant la liaison avec leur

ligand MDP'*".
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2.3.1.2 IBDS

Toujours en 2001, un autre locus IBD qu’on a appelé¢ IBDS5 a été identifié dans la région
chromosomique 5q31 par cartographie de liaison'*?. Parce que cette région renferme un
fort déséquilibre de liaison, il ét¢ difficile d’identifier une seule variante causale. La
région de liaison mesure 243kb et contient cinq genes : interferon regulatory factor 1
(IRF1), solute carrier family 22 member 4 et 5 (SLC2244 et SLC22A45), PDZ and LIM
domain protein 4 (PDLIM4) et prolyl 4-hydroxylase (P4HA2). Ces génes se révelent
tous étre des candidats intéressants du point de vue fonctionnel et les études génétiques
entreprises jusqu’a maintenant n’ont pas réussi a identifier le ou les geéne(s) causal(s).
Un peu plus d’attention a été donnée a SLC2244, qui encode un transporteur organique
de cation de type sodium indépendant, et SLC22A435, qui encode un transporteur de
carnitine a haute affinité de type sodium-dépendant. Ces protéines sont soupgonnées de
jouer un role important au niveau de la perméabilité de la barriére épithéliale intestinale,
plus spécifiquement au niveau de I’¢limination des petits cations endogénes, des drogues

et des toxines environnementales'”>

. Une étude a proposé I’hypothése que des variantes
causales sont situées dans SLC2244 et SLC22A5 et forment un haplotype, TC, porteur
de risque de développer la MC'*. D’autres études ont montré que I’effet de ces

variantes ne pouvait étre séparé de 1’effet total d’IBD5"> 1%°.

2.3.1.3 Le complexe majeur d’histocompatibilité

Le locus IBD3 qui est constitué¢ du complexe majeur d’histocompatibilité¢ (CMH) a été

1ié aux MII formellement  la suite d’une étude ciblée du chromosome 6p'"’. De plus, il

est le seul locus qui ait passé le seuil de signification pangénomique dans les méta-

analyses de liaison MII (P<0,0001)"""*. Ce locus hautement polymorphique contient

les antigénes des leukocytes humains (HLA) et plus de 200 autres genes impliqués dans
1200

I’immunité”". La densité de génes fonctionnellement intéressant dans la région et le tres

haut déséquilibre de liaison rendent difficile I’identification formelle des facteurs de
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risque génétique. Plusieurs articles de revue témoignent de I’importance du CMH dans

la susceptibilité aux MIT*"2%%,

2.3.2 Etudes d’association: la révolution pangénomique

Une des hypothéses concernant 1’origine génétique des maladies communes est qu’elles
sont causées par des variantes communes. Les études d’association, au cours desquelles
la fréquence des alleles a des sites polymorphiques est comparée entre des populations
d’affectés et de témoins, sont considérées comme étant des outils plus efficaces pour
¢tudier les traits complexes parce qu’elles ont un plus grand pouvoir statistique pour
détecter des variantes communes ayant de faibles effets sur le risque de développer la

. 203
maladie

. Il existe deux designs principaux d’études d’association: les études
populationnelles de type cas/témoins et les trios qui comprennent deux parents et leur
enfant atteint (Figure 9B et 9C). Les études d’association exploitent le déséquilibre de
liaison généré par les recombinaisons a travers toute I’histoire ancestrale pour identifier
des variantes. A la différence des études de liaison qui tiennent seulement compte des
méioses récentes dans chaque famille étudiée. Une approche d’association est capable
de détecter des effets génétiques substantiels (i.e., OR>2) sur un phénotype dans des
cohortes relativement petites (environ n=200) et a un pouvoir ¢levé de détection de

variante de faible effet (OR<2) mais nécessite de larges cohortes (n>1000)>"*

.Jusqu’a
récemment, le petit nombre de SNP découverts et I’absence de méthode efficace de
génotypage a haut débit empéchaient de pleinement exploiter cette méthode.
Aujourd’hui avec les quelques 20 millions de SNP de la base de données dbSNP (NCBI
dbSNP Build 132) et le développement de la technologie des micropuces, les études
d’association a grande échelle deviennent possibles. Les études d’association ont permis
I’identification de 99 génes ou loci de susceptibilité aux MII**> 2°°, Deux stratégies ont

¢té utilisées dans les études d’association: les études par geénes candidats et les études de

type pangénomique.
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2.3.2.1 Les études d’association par génes candidats

Historiquement, on a commencé par les études par génes candidats parce les moyens
nécessaires pour les réaliser étaient plus simples que études pangénomiques (moins de
marqueurs génétiques, moins de génotypage). Dans ce type d’étude, des génes sont
sélectionnés pour 1’étude en fonction de leur localisation génomique, par exemple dans
un locus identifié par liaison, ou de leurs fonctions et de leurs implications présumées

dans 1’étiologie de la maladie*”’

. Ces études sont limitées par les connaissances
fonctionnelles sur les génes et les hypothéses postulées. En effet, méme si ces
hypothéses sont larges et impliquent, par exemple, tous les génes d’une voie
métabolique, elles vont identifier seulement une fraction des facteurs de risque
génétique méme pour les maladies pour lesquelles la pathophysiologie est relativement
connue. Si les défaillances physiologiques fondamentales d’une maladie sont inconnues,
I’approche par génes candidats sera clairement inadéquate pour expliquer complétement

les bases génétiques de la maladie*®

. De plus, les premicres études d’association par
genes candidats avaient généralement de faibles puissances statistiques de détection de
variantes associées et étaient plus susceptibles de générer des résultats faux-positifs a
cause des petites tailles de cohortes et des seuils de signification statistiques trés

permissifs®®’.

2.3.2.2 Les études d’association pangénomiques

Dans les années 90, I’approche par criblage pangénomique a été proposée pour les
études d’association™. Il fallait d’abord développer un catalogue de variantes
génétiques humaines communes, des techniques de génotypage a grande échelle puis
des outils d’analyses pour toute I’information générée. La publication de la séquence du
génome humain'®" '*?, le développement du projet HapMap'" et I’avénement des
techniques de génotypage par micropuces ont permis les études d’association
pangénomiques (EAP) (voir section 2.2.1). Parce qu’aucune supposition n’est faite sur
la localisation génomique des variantes associées, cette approche exploite les forces des

études d’association sans avoir a deviner I’identité des génes™. Les EAP représentent
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donc une méthode non biaisée qui peut étre tentée méme en 1’absence d’information
concernant la fonction ou la localisation des geénes causals. Elles fournissent des
informations non biaisées et détaillées sur I’héritabilité des maladies a un niveau qui
n’était pas envisageable il y a quelques années seulement. Le nombre important de
publications de ce type d’étude dans les derniéres années témoignent de leurs

popularités.

Une longue période sans découverte majeure de nouveaux loci de susceptibilité aux MII
a suivi I’identification de NOD?2 et du locus IBDS5. Ceci s’explique par le fait que la
plupart des études d’association tentées durant cette période étaient restreintes au
génotypage dans de petites cohortes, d’un petit nombre de variantes génétiques
localisées dans des génes s¢lectionnés pour leur implication potentielle dans la
pathogenése des MII (étude d’association par génes candidats). Grace aux études
pangénomiques, le nombre de loci connus associés aux MII a augmenté de fagon
exponentielle. La figure 10 présente un graphique du nombre de loci connus associés a
la MC en fonction de I’année et révele I’'impact des études d’association pangénomiques

210

(la premiére dans le domaine a été publiée en 2005°") dans I’identification des loci de

susceptibilité a cette maladie.
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Figure 10. Loci de susceptibilité a la MC connus

Le graphique montre I’augmentation exponentielle du nombre de loci de susceptibilité a
la MC connus dans les quatre derniéres années. Cette augmentation coincide avec le
développement des études d’association pangénomiques.

La plus récente métaanalyse porte le nombre de loci connus de la MC, confirmés par des
études pangénomiques, a 712°°. La derniére métaanalyse sur la CU recense 47 loci*”.
Les tableaux I1 et I3 (en annexe) présentent la liste des loci identifiés jusqu’a
maintenant par les études d’association pangénomiques. En considérant le
chevauchement entre les loci de susceptibilité aux deux maladies, il y a a ce jour 99 loci
de susceptibilité aux MII. La principale caractéristique de ces derniers est leur effet
faible qui se traduit par un OR entre 1 et 1,2 pour la plupart des loci (Tableau I1).
Plusieurs de ces loci contiennent plusieurs génes et certains n’en contiennent pas du
tout. Les tableaux I2 et I3 (en annexe) présentent les génes prédits dans chaque locus
associé. Le facteur de risque génétique (identifié¢) le plus important pour la MC mais
aussi pour la CU selon les derni¢res métaanalyses semble étre /L23R avec un OR de
2,67 et 1,72, pour la MC et la CU respectivement. Méme si un faible pourcentage des
loci impliqués dans la MC, la CU et d’autres maladies inflammatoires a été¢ identifié
jusqu’a maintenant, on observe que certains genes ont été identifiés seulement dans la

MC (comme NOD?2), dans la CU (comme HNF4a), alors que d’autres sont spécifiques
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aux MII au sens large (MST1) et d’autres encore sont partagés avec d’autres maladies
inflammatoires (comme /L23R). Les études bio-informatiques d’enrichissement génique
réalisées sur les génes candidats dans les loci identifiés révelent de fagcon générale, une
surreprésentation de molécules impliquées dans les processus immunitaires telles que
des cytokines, des récepteurs de cytokines et des régulateurs de la réponse immunitaire
innée et acquise® 2°. Les génes identifiés impliquent spécifiquement divers
phénomenes tels que 1’autophagie (ex. :ATG16L1, IRGM, DAP), les processus
moléculaires liés a la barriere épithéliale (ex. :GNA12, HNF4o, CDHI, LAMBI), le
développement des lymphocytes B (BLIMP-1) et la différenciation des lymphocytes T
(IL23R, IL10, IL7R, IL21, IFNG) dans le développement des MII.

2.3.3 L’héritabilité manquante: stratégie d’identification des autres

facteurs de risque génétique

Le Genome-Wide Association Studies catalog recense 867 publications d’études
d’association pangénomiques (www.genome.gov/gwastudies, accédé le 5 mai 2011).
Toutes ces publications ont considérablement augmenté le nombre de génes de
susceptibilité aux maladies complexes connus. Toutefois, pour la plupart des maladies
complexes comme les MII, un pourcentage relativement faible de 1’héritabilité est
expliqué par les variantes découvertes jusqu’a maintenant. Par exemple, la derniére
métaanalyse de six études pangénomiques sur la CU qui totalisent 6782 cas et 20099
contrdles a identifié¢ 31 nouveaux loci pour amener le nombre total de loci connus a 47.
Malgré tout, les auteurs de 1’étude estiment que seulement 16% de 1’héritabilité est
expliquée par ces loci’®. Parallélement, une premiére métaanalyse comportant 3,230 cas
et 4,829 contrdles a porté le nombre de loci de la MC a 32! Cette étude expliquait
environ 20% de 1’héritabilité. La plus récente métaanalyse du méme groupe totalisant
six études pangénomiques individuelles soit 6333 cas et 15056 controles a porté le
nombre de loci de MC a 71, et malgré tout les auteurs calculent que seulement 23,2% de

I’héritabilité est maintenant expliquée™™. Une faible augmentation de 3% alors que le
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nombre de loci connus a plus que doublé! Ce constat révele plusieurs réalités dont 1’effet
individuel modeste de chaque gene et I’imperfection des SNP-marqueurs a capturer
completement 1’effet des variantes causales. Conséquemment, plusieurs variantes et

plusieurs genes porteurs de risque demeurent jusqu’ici inconnus.

La puissance statistique des études d’association pangénomiques actuelles est I’une des
raisons qui explique cette situation. Altshuler e al. ont calculé la taille des cohortes pour
s’assurer un pouvoir de détection de 90%, 50% et 10% en fonction du risque relatif
approché (OR) (figure 11)'%®. Etant donné que la majorité des OR pour les génes de
susceptibilité¢ aux MII se situent entre 1 et 1.5, les tailles de cohortes requises pour avoir
90% de pouvoir statistique de détecter une association significative avec une variante
dont la fréquence allélique est >10% sont de I’ordre de dizaines de milliers
d’échantillons (figure 11). La taille des cohortes nécessaires est augmentée
considérablement quand la fréquence est plus petite. Pour une variante rare dont la
fréquence est <1% et le OR est de I’ordre de 1.2, la taille requise pour avoir 90% de

chance d’identifier une association significative monte au-dela de 100 000 échantillons.
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Figure 11. Tailles requises des cohortes pour des études d’association pangénomiques

Ce graphique présente le nombre total d’échantillon requis N (ou le nombre de controles
ou de cas est égale N/2) pour cartographier une variante génétique en fonction de I’effet
de cette variante (Odds Ratio, OR) et de sa fréquence (f). Dans les trois premiéres
colonnes de droite, sont alignés les N calculés pour les études d’association
pangénomiques (GWAS) utilisant des variantes communes. Les tailles des cohortes
requises pour obtenir un résultat significatif avec une valeur P<10™ a différents niveaux
de pouvoir statistiques (90%, 50%, 10%) sont précisées. Figure modifiée d’aprés '

En partie a cause des imperfections dans les études pangénomiques actuelles, une partie
du risque génétique des maladies inflammatoires de 1’intestin est toujours inexpliquée.
Dans le jargon génétique, on parle d’héritabilit¢é manquante (ou missing heritability ).
On estime qu’au moins une partie de cette héritabilité se trouve dans les variantes rares
qui ne sont pas cartographiées adéquatement. Une des stratégies envisagées est de re-

séquengcer tous les loci identifiés pour identifier des variantes rares qui seraient
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potentiellement causales. Des projets de re-séquengage a grande échelle se sont mis en
branle. Aidés des nouvelles technologies de séquengage a haut débit, ces projets visent a
augmenter et intégrer les connaissances sur la variation génétique humaine et son role
dans les maladies. Le consortium HapMap 3 s’est donné pour but de séquencer des
régions spécifiques du génome chez 692 individus provenant de dix populations
mondiales et d’évaluer les niveaux de corrélation entre les SNP communs (<5%) et les
variantes rares” . Les auteurs concluent que les variantes moins fréquentes sont moins
partagées a travers les populations et que ces variantes sont moins bien imputées par les
variantes communes. Ils soulignent I’importance de considérer des échantillons de
populations provenant de différents continents, d’étudier cette variation, de mieux
I’intégrer dans les études d’association et ce faisant, d’améliorer les chances d’identifier

des loci.

Le projet 1000genomes”" vise quant 4 lui a établir un catalogue plus complet de la
variation du génome humain en séquencant au moins 1000 personnes provenant de
différentes populations mondiales (incluant les échantillons HapMap). Par une
couverture génomique de 4x par génome, ce projet vise a identifier tous les SNP avec
une fréquence supérieure a 1%. Cette nouvelle carte permettra de génotyper ces SNP
qui individuellement sont rares mais qui collectivement sont fréquents et qui pourraient

expliquer une partie de 1’héritabilité des maladies dites communes.

Des projets individuels de re-séquencage ayant pour but d’identifier les génes causals
dans les loci associ¢s aux maladies a la suite d’études pangénomiques commencent
également a étre publiés. Les loci associés aux maladies complexes peuvent contenir
plusieurs genes (voir tableaux 12 et I3 an annexe). Le génotypage de variantes rares dans
les exons ou les régions ayant des fonctions connues peut permettre de préciser le géne
causal et ’impact des variantes sur la fonction (s’ils tombent dans des domaines
fonctionnels connus). Par exemple, Nejentsev et al ont resequencé les exons de 10

genes candidats pour le diabéte de type 1 (DT1) dont 6 sont localisés dans des loci de
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susceptibilité préalablement identifiés®'*. Quatre variantes rares du géne interferon
induced with helicase C domain 1 (IFIH1) conférant un risque au DT1 indépendamment
les unes des autres ont été identifiées. /FIH] est localisé dans le locus 2q24 qui est
associé au DT1 (mais n’est pas unique dans ce locus)*"”. Les variantes rares associées
affectent 1’¢épissage de I’ARNm et provoque une troncation de la protéine. /F/HI encode
une protéine impliquée dans I’activation de la réaction immunitaire suivant une infection
aux picornavirus>'®. L’infection par ce type de virus est plus commune chez les patients
venant d’étre diagnostiqués comme souffrant de DT1 que chez la population normale et

27 Cette étude de

précede 1’apparition des auto-anticorps caractéristiques de la maladie
reséquencage a donc permis d’orienter les recherches futures vers une voie biologique

qui est impliquée dans la manifestation de la maladie.
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2.4 Des découvertes génétiques qui ont mené a une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents au

développement des MII

2.4.1 La voie du récepteur de ’interleukine 23 (IL23R)

La découverte du géne de susceptibilité¢ aux MII NOD?2 a depuis longtemps permis de
faire le rapprochement entre la dérégulation de la réponse immunitaire innée et la
pathogené¢se de ces maladies. Dés les débuts des études génétiques sur les MII, la
réponse immunitaire acquise était également soupgonnée de jouer un role dans la
pathogenése sans qu’on puisse vraiment le prouver. L’identification du facteur de risque
IL23R codant pour une sous-unité du récepteur de 1’interleukine 23 au cours de la
premicére étude d’association pangénomique sur les MII a permis d’impliquer la réponse
immunitaire acquise de fagon définitive et ouvert une nouvelle avenue pour la recherche

, . . . : 21
thérapeutique sur les maladies inflammatoires®'®.

IL23R représente une des deux parties du récepteur hétérodimere de I1L-23, I’autre sous-
unité est encodée par le géne IL12RB1 qui fait également partie du récepteur de
I’interleukine 12 (IL-12). IL- 23 est elle-méme composée de deux sous-unités
assemblées en hétérodimeére, la sous-unité p19 (encodée par le géne /L.234) et la sous-
unité p40 (encodée par le géne IL12B), cette dernicre étant partagée avec IL-12. Le géne

IL12B a depuis été associé a la maladie de Crohn®"!

. L association de ces deux geénes
(IL12B et IL23R) avec les MII suggere que I’interaction entre le récepteur IL-23 et sa
cytokine déclenchent une cascade de signalisation cruciale aux processus
inflammatoires menant aux MII. De plus, pour étayer le rdle de la voie IL-23 dans le
développement des MII, d’autres génes encodant des molécules dont I’impact se fait
sentir en aval du récepteur dans la voie ont récemment été identifiés comme facteurs de

risque®' 2", Par exemple, les génes janus kinase 2 (JAK?2) et tyrosine kinase 2 (TYK2)

encodent des protéines qui s’associent aux récepteurs de cytokines dont celui d’1L-23
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puis phosphorylent les molécules de signalisation comme Signal Transducer and
Activator of Transcription 3 (STAT3) (Figure 12). Toutefois, il faut souligner que ces
molécules (JAK2, TYK2 et STAT3) ne sont pas spécifiques a la voie de IL-23, ils
interviennent notamment dans la voie de IL-10 (qui a également été associée au MIT*"?).
La variante d’/L23R la plus fortement associée aux MII, Arg381Gln, est située dans le
domaine de liaison a la kinase JAK2, ce qui suggere que la variante module la cascade

de signalisation via son interaction avec JAK?2.
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Figure 12. La voie IL23R et I'inflammation

La cytokine hétérodimere IL-23 se lie a son récepteur et ce faisant déclenchent une
cascade de signalisation, incluant la phosphorylation de STAT3 via JAK2 et TYK2,

menant a I’expression de cytokines pro-inflammatoires et la stimulation de la

différentiation des lymphocytes T auxiliaires en Tyl7. L’intérét de la voie IL-23 est
d’autant plus grand qu’en plus d’étre impliquée dans les MII (maladie de Crohn MC,
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colite ulcéreuse CU), elle a été associée a plusieurs autres maladies inflammatoire telles
que le psoriasis (PS), la spondylarthrite ankylosante (SA), et le diabéte de type 1 (DT1).

De plus, des thérapies biologiques (section 1.2.3.5) ciblant certaines molécules de la
voie (ces molécules sont identifiées par un *) sont présentement étudiées. Figure

modifiée d’aprés'.
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Suite a sa phosphorylation, STAT3 s’homodimérise, se déplace dans le noyau et induit
la transcription de cytokines telles que IL-17, IL-17F, IL-22 et IFN-y. Les cytokines IL-
17 et IL-17F sont majoritairement produites par les Ty17. Les Ty17 expriment de hauts
niveaux du récepteur IL23R. Les cytokines IL-17 et IL-17F ont un rdle important dans
la réponse immunitaire en générale et dans les maladies inflammatoires en particulier.
Elles sont impliquées dans le recrutement et 1’activation des neutrophiles durant la
réponse immunitaire contre les envahisseurs pathogenes tels que les bactéries et
champignons®’. Chez les patients souffrant de MC en phase active, les niveaux de IL-
17 et IL-23 sont augmentés comparés au niveau d’un groupe témoin>*'. De plus, il a été
démontré qu’IL-17 augmente I’expression de la cytokine IL-8 et du facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a) dans les cellules épithéliales traitées au LPS. Combinés aux
associations de plusieurs génes de la voie IL-23 et de génes reliés a la différenciation de
Tul7, ces résultats indiquent que I’activation de 1’axe IL-23/IL17 est reli¢e de fagon
fondamentale a 1’étiologie des MII et pourrait expliquer la nature récidivante de ces
maladies par le biais de I’augmentation de la sensibilité de I’épithélium aux molécules

bactériennes telles que le LPS™'.

La voie 11-23 a été associée a plusieurs autres maladies inflammatoires (voir figure 12).
Ces observations révélatrices ont orienté les recherches thérapeutiques vers les
molécules de la voie IL-23. Plusieurs essais cliniques sont en cours. En effet, les
informations générées par les études génétiques et les études fonctionnelles et cliniques
qui s’ensuivent pourront potentiellement permettre de mieux apparier les patients avec

les traitements adaptés a leur type de maladie.

2.4.2 L’autophagie et les MII

Une découverte excitante et inopinée des études d’association pangénomiques sur la
maladie de Crohn est I’importance de 1’autophagie dans la pathogenése de la maladie.
L’identification du géne A7G16L1 comme facteur de risque a la MC lors de deux études

indépendantes a souligné I’implication de ce processus biologique dans
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. . 222:223
P’inflammation™"

. Toutefois, I’aspect marquant de cette découverte est venu par la
suite lorsqu’on a réalis¢ que NOD2 le premier facteur de risque aux MII identifié et
ATGI6L1 agissaient dans la méme voie biologique. En effet, les récepteurs NOD1 et
NOD?2 dirigent I’autophagie via le recrutement de la protéine ATG16L1 a la membrane
plasmique au point de pénétration bactérienne®*. Cette observation souligne I’intérét
des études fonctionnelles pour acquérir une meilleure compréhension du contexte
biologique entourant les facteurs de risque génétique et ce faisant, une meilleure
compréhension de la pathogenese des maladies. D’autres parts, cela suggere que les
nombreux facteurs de risque aux MII pourraient agir de concert dans un nombre limité
de voies biologiques. L’identification de ces voies permettrait de comprendre enfin les

mécanismes régissant la dérégulation de I’inflammation et ce faisant de cibler des

traitements adéquats aux patients.

L’autophagie est un mécanisme ancien et conservé chez toutes les cellules eucaryotes.
Dans sa forme la plus basique, il s’agit d’un mécanisme cellulaire dont le but est
d’autodigérer les constituants intracellulaires lors de famine, de recycler les organelles
superflues ou endommaggées et de dégrader certaines protéines®. Lorsque le processus
implique un pathogene intracellulaire, on parle de macroautophagie. Lors de la
macroautophagie, une structure appelée membrane d’isolation se forme autour du
pathogene. Ce dernier est encapsulé davantage dans une organelle formée d’une double
membrane, appelée I”autophagosome, et transporté au lysosome pour étre dégradé®.

ATGI16LI1 fait partie des protéines clefs qui s’associent aux lipides membranaires et

controle 1’élongation et la stabilisation de 1’autophagosome®”’.

ATGI16LI1 joue un role majeur dans la régulation négative des cytokines pro-
inflammatoires. La délétion du géne ATG16L1 entraine la surrexpression des cytokines
IL-1P et IL-18 dans des macrophages de souris®*®. De plus, la fonction d’ATG16L1
serait intimement reliée a celle du récepteur NOD2. Le ciblage des bactéries par les

autophagosomes est augmenté suite a une stimulation de NOD2 par MDP, et cette
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augmentation ne se produit pas dans les cellules exprimant le variant associé¢ aux MII,
ATG16LI T300A™*?* NOD2 et ATG16L1 interagissent physiquement a la membrane
plasmique et cette interaction pourrait permettre a NOD2 de recruter la machinerie reliée

a l’autophagie lorsque des bactéries entrent dans la cellule 2.

A la suite I’ATGI6L1, d’autres génes impliqués dans le processus de I’autophagie ont
été associés aux MIL Le géne JRGM a été associé a la MC **° et le géne LRRK? est situé
dans un locus associé¢ a la MC*™. Le géne DAP qui encode un régulateur négatif de

205 \ N .
. Peu a peu, on commence a relier les

I’autophagie a récemment été associ¢ avec la CU
différents facteurs de risque génétique dans des voies biologiques. I1 est possible que les
maladies complexes, comme les MII, prennent leur origine dans une confluence d’un
nombre limité de voies biologiques interrompues par des protéines encodées par les
facteurs de risque génétique. Un individu pourrait n’avoir besoin que d’un certain

nombre de ces facteurs pour développer la maladie, la clef serait d’avoir la bonne (ou la

mauvaise!) combinaison pour la développer™'.
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Chapitre 3
La région candidate 19p

3.1 Identification du locus

Le point central de cet ouvrage est la région 19p qui a été identifiée pour la premicre
fois en 2000 comme une région qui inclut un ou des facteurs de risque génétique pour
les MII. L’étude de liaison pangénomique sur 158 familles de paires de germains

canadiens atteints de MII '8! s’

est penchée sur la ségrégation de 312 marqueurs
microsatellites. Le seuil accepté de signification pangénomique dans les études de
liaison est un LOD score de 3,6'® et la région du chromosome 19p qu’on a appelé par la
suite IBD6 le dépasse largement avec un LOD score de 4,6 (Figure 13). Selon cette
¢tude le locus semble étre partagé par les deux MII et il ne s’agit pas d’un locus lié¢ au
diagnostic précoce de la MC (voir tableau 3). Le facteur relatif a la fratrie A - ¢’est-a-
dire le risque relatif que le frére ou la sceur d’un atteint soit également atteint, comparé
au risque de la population générale — est de 2,2. Les résultats d’une métaanalyse de 10

181

¢tudes de liaison pangénomiques indépendantes (dont 1’étude originale °') totalisant

1952 paires de germains atteints de MII suggérent également la présence d’un locus de

liaison & la MC a la région 19p'*®.

Cette région de liaison sur le chromosome 19p a ét¢ nommée IBD6 (pour Inflammatory
Bowel disease Locus 6). La région qui s’étend sur 28,5Mb comprend tout le petit bras du

chromosome 19.
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Figure 13. Une étude de liaison pangénomique identifie un pic de liaison sur le

chromosome 19p

Résultats des analyses multipoints du criblage pangénomique. Les axes verticaux
indiquent les LOD scores en fonction de la localisation chromosomique. Les traits
verticaux sur les axes horizontaux indiquent la position des marqueurs microsatellites.
Les deux lignes horizontales a I’intérieur de chaque graphique représentent les seuils
acceptés dans les études pangénomiques pour une liaison suggérée (LOD score 2,2) et
une liaison significative (LOD score 3,6). Les régions IBD1 et IBD2 sur les
chromosomes 16 et 12, respectivement, représentent les loci de susceptibilité rapportés
dans la littérature ' '%4 181



Tableau 3. Résumé des résultats de liaison en fonction du phénotype

Catégorie Phénotypique No.de familles LOD score

Mil 158 4.6
Cu 24 2.9
MC 110 3
MC16 46 15

MII= maladies inflammatoires de I’intestin, CU=colite ulcéreuse, MC= maladie de

Crohn, MC16= maladie de Crohn a diagnostic précoce (avant 16 ans).
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3.2 Etudes par génes candidats sur le chromosome 19

Le chromosome 19 fait partie du groupe des petits chromosomes métacentriques. Il se
compose de plus d’éléments répétitifs (55%) que la moyenne génomique (44.8%). Son
contenu en GC de 48% est également plus élevé que la moyenne génomique de 41%.
Il est le plus dense au niveau génique. Le chromosome 19p contient 638 geénes
connus™”. Plus de 25% des génes du chromosome 19 sont membres d’une famille de
genes arrangés en tandem. Le plus grand groupe de geénes sur le chromosome 19 encode
des facteurs de transcription de type C2H2 doigt de zinc (ZNF). 266 de ces génes sont
groupés en 11 agrégats sur le chromosome 19. Un de ces agrégats localisé dans la région
péricentromérique du chromosome 19p est exclusif a la lignée des primates®>. La
famille CYP4F est une famille de génes d’un intérét fonctionnel, localisés sur le
chromosome 19p. Membres de la superfamille des cytochromes P450, les CYP4F

codent pour des enzymes impliqués dans I’'inflammation et le métabolisme des

234
drogues™*.

La région 19p présente donc un vaste éventail de génes candidats ayant des fonctions
immunitaires et inflammatoires et potentiellement impliqués dans les maladies
inflammatoires de I’intestin. La suite logique de 1’étude de Rioux ez al.'®' a 1’époque
¢tait de tenter d’identifier le ou les génes causaux par une étude d’association. C’est ce
que Tello-Ruiz et collaborateurs ont fait avec leur analyse de 56 génes candidats
potentiels localisés dans la région 19p chez 180 trios et 343 patients MII et 207
contrdles indépendants®. Les génes candidats ont été retenus pour leur intérét
fonctionnel basé sur des recherches de la littérature. Parmi les génes sélectionnés se
trouvent des genes impliqués dans la migration cellulaire, des régulateurs immunitaires,

. 235
des récepteurs de surface et des cytokines

. De plus, les auteurs ont tenté de répliquer
les associations a des SNP codants non synonymes dans les génes C3 et ICAM1 publiées
précédemment dans la littérature™®**®. Aucune association n’a pu étre observée dans ces

genes, ni dans les 56 candidats.
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Un autre groupe a identifi¢, dans le locus 19p13, un facteur de risque pour la maladie de
céliaque, le géne MYO9B*. La maladie de céliaque est une maladie intestinale
inflammatoire déclenchée par I’ingestion de gluten chez les individus qui possédent une

240

susceptibilité génétique”. MYOIB est exprimé dans les cellules intestinales humaines

et sa surexpression dans les cellules épithéliales de rat occasionne des modifications

241; 242 - . .
<% Pour vérifier si les variantes de

morphologiques reliées aux filaments d’actine
MYO9B entrainaient aussi la susceptibilit¢ aux MII classiques, Van Bodegraven et al.
ont génotypé 8 SNP, qui couvrent toute la variabilité¢ du géne MYO9B (r*>0.8), chez
2717 patients avec une MII et 4440 contrdles de descendance européenne®®. Le SNP
non-synonyme rs1545620 est celui a qui a été attribué le signal d’association le plus fort
(P=1.9x10) dans la cohorte MIL Toutefois, les auteurs déclarent que I’OR (1,2) et les
fréquences alléliques (fréquence d’alléle mineur 43%) suggerent une faible contribution
au risque relatif a la fratrie (As<1.02) et donc que ce géne ne contribue pas de facon
significative au pic de liaison observé par Rioux ef al. dans le locus IBD6. Ce qui nous

amene au but de la présente étude qui est d’identifier d’autres facteurs de risque aux MII

dans le locus 19p.
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3.3 Hypothéses et objectifs du projet

Les conclusions des ¢tudes mentionnées précédemment dans les sections 3.1 et 3.2, nous

amenent a postuler certaines hypothéses sur la région chromosomique 19p.

Il existe une ou plusieurs variantes porteuses de risque génétique aux MII dans la
région de liaison 19p.

Ces variantes associées sont situées dans des génes ou dans des régions non-
codantes régulatrices qui modifient I’expression de geénes spécifiques associés
aux MIIL.

Ces genes associés encodent des protéines ayant des fonctions immunitaires.

Des modifications dans ces fonctions immunitaires ont un impact sur le

phénotype des MII.

Les objectifs de ce projet de doctorat sont regroupés en deux volets. Le premier volet

concerne la génétique alors que le second reléve davantage de la biologie fonctionnelle.

Dans le premier volet, les objectifs étaient de cribler de fagon systématique la
variation génétique dans la région du chromosome 19 appelé IBD6 pour
identifier des variantes associées aux MII dans une premicre cohorte, et de
répliquer les signaux d’association dans une cohorte indépendante. Ensuite, on
voulait relier ce ou ces variantes génétiques a un (ou des génes) précis afin

d’identifier le (ou les) candidat(s) pour des études fonctionnelles.

Dans le second volet, I’objectif était d’initier la caractérisation fonctionnelle du
facteur de risque génétique, MAST3, identifié a la suite de 1’¢tude génétique.
C’est-a-dire, évaluer par des études d’expression I’étendue de son impact sur les

tissus d’intérét (immunitaires et intestinaux), ensuite décrire son role dans la



cellule (par le biais de surexpression et knockdown) pour pouvoir comprendre

son impact sur I’inflammation et les maladies inflammatoires de I’intestin.
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Chapitre 4

MAST3: facteur de risque aux maladies inflammatoires de
I’1intestin

Dans la premiére phase du projet, le but principal était d’identifier un ou des facteurs de
risque aux maladies inflammatoires de I’intestin dans la région IBD6 ou 19p. Depuis
I’identification de la région en 2000, d’autres groupes ont répliqué la liaison avec les
MII ce qui suggére que la région contient un ou des facteurs de risque généraux a ces

maladies. Les études par genes candidats n’ont pas identifié de variante avec un effet

assez important pour étre responsable du pic de liaison identifié dans 1’étude originale.

L’article suivant décrit notre étude de cartographie d’association de la région IBD6 qui a
mené a I’identification du gene MAST3 comme géne de susceptibilité aux MII. En
résumé notre étude démontre:

e Un criblage de la région IBD6 suivi d’une étape de réplication

e [’identification d’un SNP associé localisé¢ dans le second intron du gene MAST3

e [’association subséquente de quatre SNP codant incluant un SNP non-synonyme

(Gly861Ser)
e Des analyses de déséquilibre de liaison et de corrélation entre les SNP qui

excluent clairement les autres génes situés dans cette région

De plus, nous avons étudié le contexte biologique et la fonction du géne MAST3 et
démontré que :
e MASTS3 était exprimé dans plusieurs types de cellules immunitaires (humaines et
murines, lignées cellulaires et cellules primaires)
e MAST3 est impliqué dans I’activation de NF-kB dépendante des TLR4 dans des

cellules stimulées au LPS.

Cet article démontre qu’une étude d’association ciblée a une région confirmée de liaison

représente une stratégie gagnante pour identifier des génes associés. De plus, cet article
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place le géne causal dans un contexte biologique qui supporte les découvertes récentes
des autres genes de susceptibilité aux MII et qui implique la réponse immunitaire innée

a des produits bactériens tel que le LPS dans le développement de ces maladies.
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Abstract

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic disorder caused by multiple factors in a
genetically susceptible host. Significant advances in the study of genetic susceptibility
have highlighted the importance of the innate immune system in this disease. We
previously completed a genomewide linkage study and found a significant locus (IBD6)
on chromosome 19p. We were interested in identifying the causal variant in IBD6. We
performed a two-stage association mapping study. In stage one, 1530 SNPs were
selected from the HapMap database and genotyped in 761 patients with IBD. Among the
SNPs that passed the threshold for replication, 26 were successfully genotyped in 754
additional patients (stage two). One intronic variant, rs273506 located in the MAST3
gene was found to be associated in both stages (pooled P=2x10"*). We identified four
MAST3 coding variants, including a non-synonymous SNP rs8108738, correlated to
rs273506 and associated to IBD. To test whether MAST3 was expressed in cells of
interest, we performed expression assays which showed abundant expression of MAST3
in antigen presenting cells and in lymphocytes. The knockdown of MAST3 specifically
decreased TLR4 dependent NF-«B activity. Our findings are additional proof of the
pivotal role played by modulators of NF-kB activity in IBD pathogenesis.
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Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is a term describing two complex diseases: Crohn’s
disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Both CD and UC are common chronic
autoimmune diseases of the gastrointestinal tract but they differ in terms of localization
and extent of the inflammation. IBD primarily affects people living in industrialized
countries. A recent epidemiological survey of IBD in the US reports prevalence rates of
201 per 100000 and 238 per 100000 for CD and UC, respectively . The precise causes
are still unknown but different environmental factors, ranging from geographic location
to lifestyle, hygiene and gut flora, have been proposed °. In addition, familial clustering
and twin studies have clearly shown that inherited factors contribute to disease
predisposition. The first gene discovered to be unequivocally associated with CD was
CARDI15 *7. Shortly after, the IBD5 locus was also associated ®. In the last year, more
than ten new loci have been associated with susceptibility to or protection from IBD "~
However, the contribution of each of these loci is predicted to be small and thus, all the

genes discovered to date do not entirely explain the genetic risk for IBD.

To elucidate the genetic basis for CD and UC, we previously performed a genomewide
linkage study that identified a significant linkage region (LOD score 4.6) on
chromosome 19p, subsequently designated as the IBD6 locus '. Stratifying the families
based on phenotype (i.e., CD vs UC vs combined IBD) and age of diagnosis (early vs
late), we found evidence of linkage in all subgroups; strongly suggesting that the 19p
locus is a general risk factor for IBD. Supporting evidence for this locus was also found
in two independent genomewide linkage studies '*'°. The IBD6 locus extends 28.5Mb
and contains 638 known genes, many of which are involved in immunity and
inflammation such as JCAM1, ICAM3 and ILI12RBI '°. Our previous attempts, using

17; 18, to identify the causal gene within this locus resulted in

candidates gene approaches
the identification of the variant A1011S in MYO9B as a risk factor for UC. However,

this A1011S variant could only account for a relative risk to siblings (As) of 1.02, and
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unlike the original findings, was subphenotype specific, and therefore could not explain

entirely the observed linkage signal.

To further refine the region containing the major IBD risk factor within the IBD6 locus,
we used a systematic high density association mapping approach to analyze the variation
in this region. To optimize the statistical power, our experiment was designed in two
stages. Specifically, in the first stage, we typed 1530 SNPs selected to tag the common
variants in the 28.5 Mb region identified in CEU HapMap dataset. Approximately,
~1800 samples (trios and cases/controls) were genotyped in this screening stage. In the
second stage we replicated the most associated SNPs from the initial screen in ~2000
independent samples (trios and cases/controls). These two stages led to the identification
of a single significantly replicated variant: rs273506 (combined P= 1.8 x 10™). This
variant is located in the intronic region of the microtubule-associated serine/threonine-
protein kinase gene 3 (MAST3, NM_015016). We subsequently typed the known coding
variants within MAST3 and identified one missense, S861G, and three synonymous
mutations that are significantly associated in IBD (P<5x107). Combining these
association results with the linkage disequilibrium (LD) and correlation patterns in this
region indicate that the association signal is limited to a ~60kb region immediately

surrounding the MAST3 gene, suggesting a role for MAST3 in IBD susceptibility.
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Results

Two-stage association study identifies rs273506

Our goal was to identify the gene(s) responsible for the IBD6 linkage peak discovered in
previous studies. Since candidate gene studies failed to do so, we embarked upon a
comprehensive unbiased two-staged association mapping study to search for the specific
gene that is responsible for the IBD risk factor in this region. In the first stage, a modest
nominal P-value of 0.02 was used as threshold for significance in order to optimize the
chance of identifying the association signal. In a second stage, the SNPs that passed this
threshold were genotyped in an independent cohort to separate the true and false

positives.

In order to tag the common variation in IBD6, we first selected 1530 SNPs that we
genotyped in 761 IBD patients and parental or matched controls (see Table 1). A
systematic quality control (QC) analysis of the data was performed resulting in a final
dataset of 371 trios and 271 independent cases/203 matched controls. A total of 1238
SNPs with an average genotyping call rate of 98.5% passed the QC thresholds (see
Supplementary Table 1). Primary testing was done using the IBD phenotype (CD and
UC) because our previous linkage study indicated that the IBD6 locus contains a general
IBD risk factor '. In a secondary analysis, we tested association with the CD phenotype
since this subgroup was sufficiently large (see Table 1). We found 26 SNPs associated
with IBD and 33 with CD, for a total 37 non-redundant SNPs significantly identified
through association testing (see Table 2 and Supplementary Table 3).

We then performed a replication study using 401 trios as well as 353 independent cases
and 344 controls (see Table 1). We successfully typed 26 of the top SNPs (see Table 2
and Supplementary Table 2). A single marker, rs273506 had significant association
values in both the IBD screening (stage 1) (P=0.005) and replication (stage 2) (P=0.02)

cohorts. To better evaluate the significance and strength of the signal, we merged the
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screen and replication cohorts (total number of post-QC samples: 682 trios, 582
independent cases and 505 controls) and obtained a combined P-value of 1.8 x 10™ and
an odds ratio (OR) of 1.23 [95% Confidence Interval (CI): 1.10, 1.38]. The SNP
15273506 is a G/A variant where the A allele has a frequency of 47% (in the stage 1
cohort) and is associated with the IBD phenotype. The rs273506 SNP is located in the
second intron of the MAST3 gene (Figure 1).

MAST3 gene as an IBD susceptibility gene

Given that the association identified in the screen and replicated in an independent
cohort was located within MAST3, we were interested in testing the known coding
variants within this gene. Specifically, we identified all five MAST3 coding variants
found within the CEU HapMap dataset: four synonymous and one non-synonymous.
Four of these SNPs are on the same haplotype (r*=1) and are correlated to the associated
SNP 15273506 (r*>0.7) in the HapMap dataset. One SNP, rs541225, is not correlated to
1s273506 or to the other MAST3 coding SNP (r’<0.1) and thus was not typed. The four
remaining MAST3 coding SNPs were genotyped in our cohorts (total number of post-QC
samples: 610 trios, 1105 independent cases and 713 controls) and the correlation is
consistent with the HapMap data. Of the SNPs genotyped, there are three synonymous
variants, 1740691 (H174H), rs2270623 (I5361) and rs2072490 (G1045G) and one non-
synonymous, rs8108738 (S861G). All coding SNPs are significantly associated
(P<0.005 see Table 3). Being on the same haplotype, the IBD risk conferred by each of
these coding variants, as measured by the OR, is approximately the same (1.18 (95% CI
[1.04, 1.34]).

Although this association mapping identified coding variants in MAST3 that are
associated to IBD, it is formally possible that they are simply in linkage disequilibrium
(LD) with causal variation outside of the MAST3 region. Therefore, we examined the
LD and correlation patterns in this region (Figure 1 and 2). MAST3 falls within a region
of tight LD containing no other gene (LD block #4 on Figure 1). The significant
association results of our screening stage are all located in a 60kb region surrounding

rs273506 and implicate MAST3 and not the surrounding genes (Figure 1 upper panel).
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Furthermore, the region defined by all the HapMap SNPs correlated to rs273506 by an
r* of 0.5 or greater, contains MAST3 and the PIK3R2 gene (see the correlation
neighbourhood depicted in Figure 2). However, the region representing the SNPs
correlated by an r* of 0.7 or higher is restricted to the MAST3 gene, and thus favours the
MAST3 gene over the PIK3R2 gene, which encodes a regulatory subunit of the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). In our screening phase we typed SNPs tagging the
variation in the PIK3R2 region and these perfectly tagged (r*=1) two of the three
PIK3R2 SNPs present in the HapMap database, including the only known non-
synonymous coding SNP (rs1011320), and none were significant. Taken together, these
results indicate that a variant in the MAST3 gene is responsible for the association signal

detected from SNP rs273506 and that the S861G variant is the most likely candidate.

ILI2RB1, located 10kb upstream of MAST3, encodes one of the subunit of the receptor
for IL12 and IL23. JL23R has been associated to ileal CD ’ and is a subunit of the
receptor of a major cytokine involved in the differentiation of T-helper cells into Ty17
cells '°. We were particularly interested in examining the relationship of /LI2RBI to the
associated variants in MAST3. In the screening stage of the present study, we typed two
SNPs located in /L12RB1 but none of them had significant association results.
Altogether the two typed SNPs correlate to 76% of the HapMap intronic and exonic
SNPs within /L/2RBIwith an r*>0.7 (average 1°=0.975), suggesting absence of
association between /L12RB1 and IBD. Furthermore, our associated SNP, rs273506 is
very weakly correlated to SNPs in this gene. In fact, the highest r* does not reach 0.4
(Figure 2). All these findings and the MAST3 association results point to MAST3 as the

susceptibility gene.

MAST3 belongs to the MAST kinase family. The MAST3 gene is 53.9 kb long and is
encoded by 27 exons. MAST3 encodes an open reading frame of 1309 amino acids.
Alignments of the MAST3 human amino acid sequence with the mouse ortholog
sequence demonstrate 91% identity *°. The MAST3 protein is a four alpha-helix bundle

composed of different domains including a protein kinase domain and a PDZ domain (a
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common structural domain of signaling proteins designated by an acronym from the first
letter of three proteins: PSD95, DIgA and zo-1) that mediates binding to PTEN (Figure
3) ! Four other members of this family are known: MAST1, MAST2, MAST4 and a
mast-like protein, MASTL 22-24 MAST], 2, 3 and 4 have similar structure and share the
PDZ and kinase domains whereas MASTL is a shorter protein lacking the PDZ domain.
The four other members of the MAST family have amino acid sequence identity to
MASTS3 ranging from 45% for MASTL to 73% for MAST2. However, specific domains
have higher identity. The MAST3 protein kinase domain has 89%, 89%, 90% identity
with the corresponding MAST1, MAST2 and MAST4 protein kinase domain,
respectively. The MAST3 PDZ domain identity is 73%, 78%, 76% with MAST1,
MAST2 and MAST4, respectively. The associated synonymous SNP 5361 is located
within the kinase domain. The non-synonymous SNP S861G is not located within any
UniProt predicted domains, but might be located in a yet unknown domain or interfere

with protein folding (Figure 3).

MASTS3 regulates TLR4-mediated NF-kB pathway specifically

We next determined the expression of MAST3 in a panel of epithelial and immune cell
lines by quantitative real time PCR (qQPCR). As shown in Figure 4A, MAST3 is
abundantly expressed in human embryonic kidney 293 cells (HEK293) and monocyte-
like THP-1 cells. To further investigate the role of MAST3 in immunity, its expression
was assessed in different human immune cells via qPCR. Here, it was found that
MAST3 is constitutively expressed in CD4+ and CD8+ T cells and CD19+ B cells
(Figure 4B). Specifically, CD4+ cells were found to have 35 fold higher amounts of
MASTS3 than placental control and CD8+ cells were found to have 65 fold higher
amounts. We observed the same patterns of expression in primary murine immune cells

(see Supplementary Figure 1).

Previous knockdown studies have shown that MAST2 is involved in the TLR4-mediated
NF-kB pathway > ?°. The expression of MAST3 in HEK293 cells and availability of
TLR reporter cells permitted us to examine if MAST3 also contributed to innate

immune signaling pathways. To examine the potential role of MAST3, stable TLR4 and
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TLRS HEK293 cell lines were used to assess NF-«kB activity after alteration of MAST3
expression. The knockdown of MAST3 did not affect TLRS-mediated NF-kB activity
upon stimulation with flagellin, but decreased the TLR4 NF-xB activation significantly
following stimulation with lipopolysaccharides (LPS) (Figure 5). These results indicate
that MAST3 regulates the NF-xB activity specifically through the TLR4 pathway.
Recent studies have highlighted that impairment of the regulation of host-organism
interactions may contribute to the development of Crohn’s disease and ulcerative colitis.
Here we provide genetic and functional evidence that MAST3 is a genetic susceptibility

factor that may contribute to the pathogenesis of IBD.
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Discussion

The IBD6 locus on chromosome 19p was identified via genomewide linkage as a
susceptibility locus common to the different form of IBD. In this study we aimed to
identify specific risk factors responsible for the linkage signal in this region. As
discussed in a recent meta-analysis on Crohn’s disease *’, the high linkage in regions
such as 5q and 6p are result of the combined effect of several genes. The identification
of one modest impact gene in this specific study combined to the previous identification
of MYO9B led us to believe that the 19p region also contains several susceptibility genes
for IBD such as MAST3.

We report here the results of our two-stage association mapping study performed on a
combined cohort of more than 1500 IBD cases and their respective parental or matched
controls. A single SNP, rs273506, located in the second intron of the MAST3 gene, was
found to be associated in the screening and replication IBD cohorts with a combined P-
value of 1.8x10™. Through LD and correlation patterns, we confirmed that the
association signal was coming from MAST3 and not one of the flanking genes such as
ILI2RBI1, a gene involved in the same immune pathway as /L23R which as been

associated to IBD .

Further analysis of the genetic variation in MAST3 identified four associated coding
SNPs including one non-synonymous variant, S861G, and three synonymous coding
SNPs (H174H, 15361, G1045G). The strength of the risk conferred by each of these
coding variants of the MAST3 gene (OR of ~1.18 with 95% CI [1.04, 1.34]) is in the
same range as the OR of other common SNPs that have been recently associated to IBD
6:8:9:11:12 ' Consistent with the fact that they are on the same haplotype, all MAST3
coding SNPs typed have the same OR. The SNP S861G, being non synonymous, seems
the most likely of the variants tested in MAST3 to have a functional consequence

although regulatory SNPs in non-coding region have been shown to influence gene
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expression 2. Thus we can not formally exclude the possibility that another variant than

S861G is the actual causal variant.

Sequence identity analyses as well as functional assays have shown that MAST3 is a
kinase *'. Kinases are implicated in numerous cell processes several of which are
important in regulation of immune responses. The MAST family is a relatively unknown
branch of the kinases. The expression of the MAST family members is diverse; MAST2
and MAST4 are almost ubiquitous whereas MAST] is most expressed in the brain and
MASTL, in B lymphocytes™. Here we show that MAST3 is mostly expressed in antigen
presenting cells and lymphocytes. The MAST proteins contain a serine/threonine kinase
domain and a PDZ protein interaction domain, not found in MASTL, which modulates
interaction with different substrates. Not much is known about the protein interactions
of MAST3, but PTEN, a regulator of cell growth and apoptosis, has been shown be a
substrate *'. Valiente ef al. showed via transfection and co-immunoprecipitation that
MASTS3 binds PTEN through its PDZ domain and by doing so increases PTEN stability,

which in turn facilitates its phosphorylation by MAST3 and other kinases *'.

Although little is known about MAST3 function, studies of the other family members
can provide some insight. For example, the MAST2 protein has been shown to be
involved in pathways important for inflammation as it regulates IL-12 p40 synthesis and

NF-kB activation 2> 2

. NF-xB is a transcription factor known to activate the expression
of many genes, including cytokines and cytokine subunits such as IL-12 p40, involved
in the development of immune cells and the activation of inflammatory processes. IL-12
p40 is a subunit of [L-12, a cytokine involved in the differentiation of Tyl cells and the
production of other inflammatory cytokines such as INFy and TNF-a. IL-12 p40 is also
a subunit of IL.23, a cytokine involved in the proliferation of Th;; cells which in turn
activates myeloid cells and NK cells to produce inflammatory cytokines, including IL6,
TNFa and IL17, that drive intestinal inflammation *°. A genomewide association study
on IBD identified a strong association to the /L23R gene ’ highlighting the role of the

IL23 axis in immune diseases. Given the high sequence identity within functional

domains of the MAST family members and the role of MAST?2 in inflammation,
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MAST3 is likely to be involved in similar pathways. Previous studies have reported that
MAST? is expressed in epithelial cells and antigen presenting cells °. Consequently, we
examined the expression of MAST3 in a panel of cell lines and found the highest
expression of MAST3 in HEK293 cells and THP-1 monocytes. Further expression
analysis revealed that MAST3 is also expressed in primary murine and human immune
cells (CD4+ and CD8+ T cells, CD19+ B cells). We next tested the influence of MAST3
on the specific activation of NF-kB via TLR4 and TLRS signaling and found that
MAST3 is involved in the regulation of NF-kB activation via TLR4 but not TLRS
signaling pathways. Members of the Toll family of transmembrane receptors (TLRs)
recognize diverse structures associated with pathogenic organisms and can trigger an
immune response. Deregulation of the immune response to commensal microbial gut
flora is one of the potential causes of IBD. TLR4 responds to LPS, a major component
of gram-negative bacteria cell wall. The interaction of LPS with TLR4 results in the
recruitment of adaptor protein MyD88 and phosphorylation of IRAK and TRAF6 which
leads to the phosphorylation of IKKs and the release of NF-kB from its inhibitor, IkB *'.
A variant of TLR4, 299G, was recently found to be associated to IBD and CD 32,
Decreases in airway responsiveness to inhaled LPS, NF-«B activation and /L/
expression are among the biological consequences of this variant *>. The MAST2
protein has been shown to play a role in the NF-xB pathway through the binding and
stabilization of TRAF6 **. We hypothesize that the MAST3 kinase is similarly involved
in the stabilization and/or phosphorylation of one the components of the TLR4 cascade
downstream of LPS binding to TLR4 receptor and upstream of NF-kB activation and
thus regulating NF-kB activity. It is likely that MAST3 functions at a crossroad defining
the nature of the mucosal immune system’s encounters with luminal bacteria. Additional
functional analyses will be needed to identify MAST3 targets in this cascade.
Elucidation of MAST3’s role in regulating protein interactions in intestinal
inflammation will help to define the complex molecular events that contribute to IBD.
Our findings add to the growing list of genes (e.g. NOD2, MST1, etc.) that indicate a
pivotal role for modulators of NF-xB activity, and more broadly genes of the innate

immune response to microflora (e.g. ATGI16L1, IRGM etc.), in IBD pathogenesis.
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Materials and methods

DNA samples

Samples used here have been the subject of multiple other studies " '*'®, The
screening cohort consists of 1863 samples (see Table 1) collected in Canada and Italy.
The Canadian samples were collected by the Quebec IBD Genetics Consortium and at
the Mount Sinai Hospital IBD Center (University of Toronto). Italian samples come
from a population enrolled at San Giovanni Rotondo ‘CSS’ Hospital. The replication
cohort consists of 1900 samples from the NIDDK IBD Genetics Consortium (IBDGC).
The additional MAST3 SNPs were genotyped on the replication cohort, part of the
screen cohort (Italian and Quebec samples) and on additional Italian samples (total
samples before QC: 3894). IBDGC cohorts were ascertained through Baltimore,
Chicago, Los Angeles, Montreal, Pittsburgh, and Toronto Genetics Research Centers. In
all populations considered, the diagnosis of IBD and classification as CD, UC or
indeterminate colitis (part of the IBD cohort but not studied independently as a
subphenotype) was confirmed by established criteria of clinical, radiological and
endoscopic analysis, and from histology reports. A review of the patient’s chart, as well
as an interview with the patient, was done to complete the phenotypic data. Written
informed consent was obtained from all participants and ethics approval was granted in

each of the participating institutions.

SNP selection

In order to select an appropriate set of SNPs to capture the common variation within the
IBD6 region, SNP genotype information was downloaded from HapMap data phase I
CEU (release 16a from March 1, 2005). To maximize the power, only SNPs with minor
allele frequency greater than 10% were included in the study. A total of 1530 tag SNPs
were selected using Tagger (ver.0.9.5) to be correlated with non-genotyped SNPs with a
minimal r* of 0.7 (aggressive tagging). Additionally, three IBD5 SNPs (rs1007602,
rs11739135, rs17622208), two NOD2 (1s2066844, rs2066845) (used as positive

controls) and one chromosome X (rs2106416 used as a gender control) were also
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selected for inclusion in the genotyping. Three positive control SNPs were successfully
genotyped and all were significantly associated (see supplementary Table 3). In line
with other IBD association studies the NOD2 SNP, rs2066844, was the most associated
SNP in our CD cobhort.

Genotyping methods

For the screening stage, samples were genotyped on the Illumina BeadLab system
(GoldenGate assay) at The Broad Institute Center for Genotyping and Analysis using a
method previously described **. The genotyping for the replication stage and MAST3
coding SNPs was performed using primer extension chemistry and mass spectrometric
analysis (iPlexGold assay, Sequenom) in the Laboratory of Genetics and Genomic

Medicine of Inflammation in Montreal (www.inflammgen.org).

Quality control

Quality Control (QC) was performed on both screening and replication data
(Supplementary Tables 1 and 2). Looking at the data distribution, we selected
parameters thresholds that would optimize the quality of the data while keeping as many
SNPs and samples as possible. During the QC of the screening data, SNPs with less than
75% of genotype calls were removed first to prevent weak assays from influencing the
other QC parameters. At this point, one monomorphic SNP was also removed. We
removed samples and SNPs with less than 90% and 80% of genotype calls, respectively.
Finally, we evaluated the relationship between all samples using the Identity by State
tests implemented in Plink (version v0.99q) and removed individuals that did not
correspond to their pedigree data suggesting sample mix up or contamination. These
analyses resulted in a final high quality dataset, used for subsequent association analysis,
consisting of 1238 SNPs, 371 trios, 271 cases and 203 controls. Average call rate per
individual and per SNP is 98.5%.

For the replication stage, we eliminated the SNPs with less than 85% of genotype calls
and sample with less than 90% genotype calls. Then, we removed all the samples that

were common with the screening samples to obtain a true independent replication
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dataset consisting of 311 trios, 311 cases and 302 controls and genotyping results for 26
SNPs. Average call rate per individual and per SNP for this dataset is 98.9% and 99.0%,

respectively.

Association testing

Association in trios was assessed by the transmission disequilibrium test (TDT) * and in
cases/controls by a standard chi-squared (3% test carried out on a 2x2 contingency table.
To combine data from trios and cases/controls, the number of risk alleles transmitted in
trios or found in cases was reformatted as a mean or expected count (ET and EC),
observed count (OT and OC), and variance (varT and varC). A combined Z-score was
then calculated by summation as Z=[(OT+OC)-(ET+EC)]/\(varT+varC) '. For the
association result of the screening stage, the nominal two-tailed P-values were derived
as the P-value corresponding to the standard normal cumulative distribution of a Z-
score. Nominal associations (P<0.02) in the IBD and CD cohorts were pursued in a
replication phase to ensure the elimination of false positives. For the replication results a
one-tailed test was used. The association scores of the additional coding and intronic

SNPs of MAST3 are the results of a two-tailed test.

Cell cultures

Cell lines were maintained under normal conditions (37°C, 5% CO) in standard culture
media (DMEM containing 10% FCS+Fe™ and 50 pg/mL gentamicin for adherent cell
lines; IMDM containing 10% FCS+Fe™, 100 uM B-mercaptoethanol, and 50 pg/mL

gentamicin for suspension cell lines).

MAST3 expression in human cells

RNA from cell lines was extracted using RNeasy columns (Qiagen, Valencia, CA),
according to the manufacturer’s directions. 0.5 pg mRNA was used to prepare first
strand cDNA using Bio-Rad’s iScript enzyme (Hercules, CA). Real-time Reverse
Transcriptase (RT) PCR was performed using the IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
according to the recommended protocol, with the following primers: MAST3 Forward:

5’-CTGTCGCCATTGTCGGTCC-3’, MAST3 Reverse: 5°-
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ATAGCCGGAAGATGGGAGAGA-3’, GAPDH Forward: 5’-
GGAGCCAAACGGGTCATCATCTC-3’, and GAPDH reverse: 5’-
GAGGGGCCATCCACAGTCTTCT-3’. Amplicons were visualized on a 2% agarose
gel to confirm correct band sizes. Samples were run in duplicate. All data were
normalized to MAST3 expression in SW480 cells and to GAPDH expression. In order to
determine MAST3 expression in human immune cells, a commercially available cDNA
panel (Human Blood Fractions) was obtained from Clontech (Mountain View, CA).
Quantitative PCR for MAST3 was performed as above. All data were normalized to

MASTS3 expression in the placenta control and to GAPDH expression.

MASTS3 expression in mouse immune cells

Purified immune cell populations were isolated from the spleens of six week old
C57BL/6 mice using magnetic beads (Miltentyi, Aubrun, CA) (one liver for each cell
type) according to the manufacturer’s instructions; RNA from lung was also prepared as
a reference control. Purity of the isolated cells was confirmed by FACS analysis (see
supplemental data) and RNA was extracted as described above. Murine-specific Mast3
primers are as follows: Mast3 Mm Forward: 5’-AGGCTGCATCTATCAGAGCG -3°, Mast3
Mm Reverse: 5’- AGGCTCCTCATCGAAGCTCA-3’. Amplicons were visualized on a 2%
agarose gel to confirm correct band sizes. Samples were run in duplicate. All data were

normalized to cDNA from mouse lung and Gapdh expression.

Transfection and reporter assays

Three separate siRNAs specific for MAST3, along with corresponding negative controls,
were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA). One day before transfection, 4 x 10°
HEK293 cells in 1 ml of DMEM medium were plated per well in 12-well plates. The
cells were transiently transfected with 1 uL of 20 nM siRNA against MAST3 or
corresponding siRNA controls using Transfectin according to the manufacturer’s
instructions. Three days later, the cells were rinsed in ice-cold PBS and harvested for
reverse transcriptase qPCR as described above. All data was normalized to cDNA from
cells transfected with control siRNA oligos and GAPDH expression. Of the three
MAST3-specific siRNAs, one was chosen for further experiments (siMAST3#3).
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TLR4 and TLRS5 HEK293 stable cell lines were kindly provided by Dr. Douglas
Golenbock (University of Massachusetts Medical School, MA). Those cells were
maintained at 37°C and 5 % CO, in DMEM supplemented with 10 % fetal calf serum
and 50 pg/mL gentamicin. One day before transfection, 4 x 10° cells in 1 ml of DMEM
medium were plated per well in 12-well plates. The cells were transiently transfected
with 1 uL of 20 nM siRNA against MAST3 as selected previously (forward sequence:
GCUGAGGAUGAUACCAGCUACUUUGQG, or medium GC negative control siRNA)
with 25 ng of NF-kB-luc and 0.1 ng of renilla-luc by using Transfectin according to the
manufacturer’s instructions. Three days later, cells were rinsed in ice-cold PBS and
harvested for qPCR and reporter assays. Stimulation was done using 100 ng/ml LPS or
0.1 ng/ml Flagellin for another 6 hours. Reporter luciferase activity was measured by a
standard protocol as supplied by the manufacturer (Dual Luciferase Reporter Assay
System, Promega, Madison, WI) from three biological samples (i.e. three individual cell
pellets). qPCR was performed to assess MAST3 expression as described above. Samples
were run in duplicate. All data was normalized to cDNA from cells transfected with

control siRNA oligos and to GAPDH expression.
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Tables and Figures

Table 1. Study cohorts
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Trios Independent cases Controls Total samples
Screen CD 366 241 236 1575
uc 45 87 236 458
IBD* 433 328 236 1863
Replication CD 269 176 344 1327
uc 132 177 344 917
IBD 401 353 344 1900

* The IBD screen cohort also contains indeterminate colitis (see methods for details).
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Table 2. Top association results

Screening Replication Combined”

Marker Position  cohort' P-value® P-value® P-value®
rs11880212 334057 IBD 0.012 0.1065 0.0039
rs12980274 360977 CD 0.013 0.1172 0.4424
rs9304882 1140482 CD 0.002 N.T. N.T.
rs8111699 1160714 CD 0.005 N.T. N.T.
rs6510605 1325641 CD 0.016 0.4700 0.4544
rs10404242 2010585 IBD 0.009 N.T. N.T.
rs611481 3659636 CD 0.005 0.4131 0.0395
rs9973235 4798713 CD 0.019 N.T. N.T.
rs1564759 5406263 CD 0.01 0.1034 0.4594
rs551244 5912883 IBD 0.011 0.2218 0.1036
rs1982082 6273442 IBD 0.018 N.T. N.T.
rs11881691 8656274 IBD 0.005 0.4017 0.0318
rs8101955 13300130 IBD 0.003 N.T. N.T.
rs11879128 13442369 CD 0.019 N.T. N.T.
rs892143 15506620 IBD 0.003 N.T. N.T.
rs390017 16267034 IBD 0.014 0.1570 0.0070
rs2227356 16864405 IBD 0.001 0.1118 0.1193
rs8170 17250704 CD 0.012 0.3974 0.0757
rs3826700 17287501 IBD 0.015 0.2322 0.0165
rs7255307 17461244 CD 0.005 0.3314 0.1546
rs1078000 17482508 CD 0.007 0.2466 0.1865
rs7254755 17577582 CD 0.016 N.T. N.T.
rs36692 17767839 CD 0.0008 0.4530 0.0619
rs36690 17771483 CD 0.008 N.T. N.T.
rs273506 18082647 IBD 0.005 0.0237 0.0002
rs7258722 18669915 IBD 0.011 0.4370 0.0153
rs258575 19973264 CD 0.002 0.3153 0.0648
rs918442 20385941 IBD 0.007 0.4830 0.0312
rs11085397 20841228 CD 0.014 0.0368 0.0110
rs11666981 22517408 CD 0.016 0.2885 0.0947
rs431270 23260806 CD 0.017 N.T. N.T.
rs167153 23269553 IBD 0.003 0.1125 0.0013



rs1020075 23332057
rs638080 23384048
rs629359 23414347
rs584460 23438251

rs2640201 23505118

IBD
IBD
IBD
IBD
CD

0.011
0.011
0.007
0.013
0.014

0.3326
0.2512
0.2117
0.3294
0.1888

0.0124
0.0725
0.0717
0.0607
0.0425
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'Cohort in which the SNP is most associated in screen; replication and combined values

correspond to cohorts of the same phenotype

P_value of the Z score.

3The total number of post QC samples for the combined cohort is 682 trios, 585

independent cases and 505 controls.

N.T.= Not tested due to assay or quality control failure.
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Table 3. Association results for MAST3 coding SNPs'

Marker MAF* Position Location AA’ variant Zscore P-value OR [95% CI]

rs740691 0.475 18095441 exon7 H174H 2.99 0.003 1.18 [1.04,1.34]
rs2270623  0.469 18106512 exon 15 15361 3.03 0.002 1.17 [1.06,1.30]
rs8108738 0.468 18116359 exon 22 S861G 3.13 0.002 1.19 [1.05,1.34]
rs2072490 0.468 18118750 exon 25 G1045G 3.27 0.001 1.18 [1.04,1.34]

'The total number of post QC samples for the MAST3 coding SNPs is 610 trios, 1105 independent cases and 713 controls.
*MAF= minor allele frequency in founders

A A= amino acid
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Figure 1. Association and LD analyses in the MAST3 region.

The upper panel summarizes the association results from the screen and replication
studies. The most significantly associated SNP (screen and replication) is rs273506,
located in the second intron of the MAST3 gene as indicated in the middle panel by the
yellow triangle and the red arrow. In an attempt to identify the causal variant, we then
genotyped coding SNPs in MAST3 and found that one missense and three synonymous
SNPs were also significantly associated (as indicated by X symbols in the upper panel).
In the lower panel, it can be seen that these associated SNPs are all found in a region of
strong LD (depicted as D’) and that the association does not extend beyond this region
(as depicted by haplotype block 4 delimited by rs273504 and rs3736328).
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Figure 2. MAST3 correlation neighbourhood.

Since correlation to a given allele can extend beyond haplotype block boundaries
defined by D’, we examined the correlation neighbourhood surrounding the top
associated SNPs. Specifically, we determined the correlation (r*) between the
significantly associated SNPs and all of the SNPs in the HapMap CEU population. All
SNPs correlated at an r* > 0.1 with rs273506 or rs8108738 are plotted, with similar
results obtained for rs740691, rs2270623 and rs2072490 (data not shown). The region
defined by the SNPs that are correlated with the associated SNPs at an 1 > 0.5 is
emphasized by the black vertical lines (delimiting SNPs are rs273504 and rs2267922).
This illustrates that not only are the associated SNPs all located within the MAST3 gene
but that all other known but untyped SNPs correlated with these define a correlation
neighbourhood limited to MAST3 as well as PIK3R2. These results along with the
association results (Table 2, 3 and Figure 1) implicate MAST?3 rather than the flanking
genes.
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Figure 3. Schematic representation of the MAST3 protein.

The 1309 amino acids MAST3 protein contains two main functional domains: the kinase
domain (in green) and the PDZ domain (in purple). The associated variants are
represented by vertical red lines. The numbers indicate the amino acid delimitations as
predicted by UniProt (http://www.ebi.ac.uk/uniprot/).
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Figure 4. MAST3 mRNA expression in human cell lines and primary immune cells.

A. Real time RT-PCR was used to assess the expression of endogenous MAST3 gene
expression in human cell lines. THP-1, a monocyte cell line, and HEK293, a kidney
epithelial cell line, both showed high levels of MAST3 gene expression (7-9 folds higher
than SW480 reference cells). B. Real time RT-PCR was used to assess the expression of
endogenous MAST3 gene in human immune cell populations. MAST3 expression was
highest in CD4+, CD8+ T cells and CD19+ B cells. Error bars represent the standard
deviation between triplicates.
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Figure 5. MAST3 knockdown attenuates LPS-mediated NF-xB activation.

A. MAST3 siRNA knockdown efficiency in HEK293 cells was assessed using three
MAST3-specific oligos and corresponding negative control. Of the three MAST3
siRNAs, siMAST3#3 was selected for further experiments. B. MAST3 expression was
knocked down in TLR4 HEK?293 cells, LPS-mediated NF-xB activation was
significantly reduced when compared to LPS stimulated cells transfected with a non-
specific siRNA (P-value = 0.0217). C. Conversely, when MAST3 expression was
knocked down in TLR5 HEK293 cells, flagellin-mediated NF-kB activation was
comparable to NF-kB activity in flagellin stimulated cells transfected with a non-
specific siRNA (P-value = 0.553). Error bars represent the standard deviation between
three samples taken from three individual cell pellets.
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Supplementary Figure 1. MAST3 expression in primary mouse immune cells.

A. Purified murine immune cell populations were obtained as described in Materials and

Methods, and real time RT-PCR was used to assess endogenous MAST3 gene
expression. CD4+, CD8+, CD19+, and B220+ cells all showed strong MAST3

expression (6 to 14 fold higher than reference RNA). B. FACS plots show overall purity
of isolated murine immune cell fractions. Errors bars represent the standard deviation of
two separate RT experiments using aliquots of the same samples.
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Supplementary Table 1: Quality control steps and results from the screening stage

Steps  Details SNPs DNA Trios  ME/ trio/ SNP Cases Controls

0 1536 1893 433 0,011 328 236

1 no call on lllumina (failed assays) 1259 1893 433 0,014 328 236

2 Removed SNPs with less than 75% genotyping 1245 1893 433 0,014 328 236

3 Removed monomorphic SNP (MAF<1%) 1244 1893 433 0,014 328 236

4 Removed families with more than 0.005 ME / 1244 1803 403 0.005 328 36
trios /SNP
Removed individuals with low genotyping (<90%) 1244 1691 373 0,004 283 206
Removed SNPs with low genotyping (<80%) 1238 1691 373 0,004 283 206
Removed individuals that failed IBS tests 1238 1667 371 0,004 271 203

Supplementary Table 2: Quality control steps and results from the replication stage

Steps  Details SNPs DNA Trios ME/Trio/SNP  Cases Controls

0 37 1900 401 0,00506 353 344
No call on Sequenom (failed assays) 31 1900 401 0,00539 353 344
Removed families with an excess of ME

2 31 1888 397 0,00333 353 344
(>0.1/SNP)

3 Removed SNPs with low % genotyping (<85%) 26 1888 397 0,00116 353 344
Removed the individual with low % genotyping

4 26 1825 362 0,00074 339 330
(<90%)

5 Removed samples common to step 1 samples 26 1608 311 0,00074 311 302

ME: Mendelian Errors
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Supplementary Table 3. All association results for the screening stage

(Available online at:

http://www.nature.com/gene/journal/v9/n7/suppinfo/gene200857s1.html?url=/gene/jour

nal/v9/n7/full/gene200857a.html )
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Chapitre 5

MAST3: modulateur d’inflammation

Dans le deuxiéme volet du projet, le but était d’initier la caractérisation du géne de
susceptibilité¢ aux MII MAST3. La stratégie employée pour y arriver s’appuie sur deux
idées :

1. Le peu d’informations disponibles dans la littérature sur le géne ou la protéine
MASTS3 qui prévient 1’¢laboration d’hypothéses précises et supporte une stratégie
d’étude non restreinte par des hypothéses.

2. Notre premiere démonstration qui implique MAST3 dans la réponse immunitaire via

la voie de NF-xB'.

L’article qui suit décrit la suite de nos études fonctionnelles sur MAST3 qui se traduit
par une étude approfondie sur I’effet de la modulation de 1’expression du géne MAST3

sur I’expression pangénomique endogene. En résumé notre étude démontre :

e L’effet d’une surrexpression du géne MAST3 sur I’expression génique endogeéne
dans un premier modele ex vivo (cellules HEK293).

e [a validation et la confirmation de ces résultats d’expression génique dans un
second mode¢le cellulaire composé de cellules THP1 de type macrophage qu’on a
soumises a un knockdown du gene MAST3.

e L’identification d’un groupe de geénes dont I’expression est régulée par MAST3
et qui est impliqué dans des fonctions immunitaires.

e Une confirmation additionnelle du role de MAST3 dans la modulation de
I’activité de NF-xB.

e La corrélation temporelle entre I’activité de NF-kB et I’expression génique
régulée par MAST3 qui suggere que MAST3 exerce son influence sur cette

derniére via la voie de NF-xB.



136

e [L’observation que I’expression des genes régulés par MAST3 est
significativement supérieure dans les zones enflammées de la muqueuse du

cblon de patients atteints de colite ulcéreuse comparé a des zones saines.

Cet article présente une caractérisation fonctionnelle du gene de susceptibilité aux MII
MAST3, réaffirme 1I’importance de la voie NF-kB dans la pathogenése des MII et relie
I’expression d’un groupe de geénes dont 1’expression est modulée par MAST3 aux

manifestations cliniques des MII.
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ARTICLE 2

Genome-wide Expression Profiling Implicates a MAST3-
Regulated Gene Set in Colonic Mucosal Inflammation of

Ulcerative Colitis Patients
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Abstract

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are inflammatory bowel diseases
(IBD) presumably caused by dysregulated immune responses to the gut microbiota.
Genetic association studies have implicated dozens of chromosomal regions or loci in
IBD susceptibility. The next challenge is to explain the individual role of each of these
modest effect loci in disease state. We have previously identified MAST3 as an IBD
susceptibility gene through genetic fine-mapping of the 19p linkage region. Testing
MASTS3 in a reporter assay provided preliminary evidence that MAST3 modulates the
activity of inflammation-related transcription factor nuclear factor kappa B (NF-kB).
Here, we further characterized the function of MAST3 through an examination of the
influence of the modulation of MAST3 expression on endogenous genome-wide
expression patterns. More specifically, we looked at differential gene expression
resulting from overexpression and knockdown of the MAST3 gene in epithelial and
macrophage cell lines. We highlight a group of genes whose expression is modulated by
MAST3 and correlate their expression with NF-xB activity. Their expression was found
to be enriched in inflamed mucosal tissue of UC patients, confirming the importance of
these genes in IBD. These MAST3-regulated genes are central to mucosal immune
responses. Among them are pro-inflammatory cytokines (e.g. CCL20, ILS8), regulators of
NF-xB (e.g. TNFAIP3, LY96, NFKBIA), genes involved in interferon-induced defense
against pathogen invasion (e.g. [FIT1, ISG15) and genes involved in cell adhesion
and/or migration (e.g. CD44, TMOD]). Taken together, these results confirm MAST3 as
a modulator of the inflammatory response through regulation of immune gene

expression in the gut of IBD patients.
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Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) refer to Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis
(UC), two common inflammatory diseases of the gastrointestinal tract most prevalent in
urban areas of North America and Europe. Current consensus assigns the causes of IBD
to environmental factors - such as cigarette smoking, appendicitis, hygiene, and gut
microbiota - combined to genetic predisposition that contribute to the development of a
dysregulated immune response to the gut microbiota leading to mucosal inflammation *.
Genome-wide genetic association studies have identified 99 IBD susceptibility regions
or loci and some of them contain multiple genes * . Targeted association studies, such
as ours ', have also identified several susceptibility genes. However, estimation of
heritability explained by these loci suggests that many more remain to be discovered.
The important challenge is to identify individual role of the IBD genes to better
understand the molecular mechanisms underlying disease onset and chronic

inflammation.

In a previous study, we identified the microtubule associated serine/threonine protein
kinase-3 (MAST3) gene as a genetic risk factor for inflammatory bowel disease (IBD)
through association fine-mapping of the chromosome 19p region (also known as linkage
region IBD6) '. MASTS3 is one of the least studied members of the MAST kinase family.
Most members of the MAST family are ubiquitously expressed but their expression is
highest in the brain >. MAST2, the most studied member of this family, has been
involved in immune reactions, more specifically in the regulation of NF-kB °. Based on
this knowledge, we performed a knockdown of MAST3 in HEK293 cells and tested
transcription factor NF-kB activity through reporter assays. We showed that a
knockdown of MAST3 decreased significantly and specifically receptor TLR4

stimulated activity of NF-kB .

In the current study, we aimed to further characterize the role of MAST3 by modulating

its expression, via overexpression and knockdown (KD) of the gene, in ex vivo cell
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culture systems and determining the impact on genome-wide endogenous gene
expression. Specifically, we first compared transcriptional profiles of mock-transfected
and MAST3-overexpressing HEK293 cells using genome-wide microarray analysis. Our
genome-wide analysis highlighted a group of 28 MAST3-regulated genes whose
expression levels were increased by >2-fold. In order to assess specificity of these
results, we knocked down MAST3 in immune cells (THP1) and determined the
expression levels of a subset of the genes identified in the overexpression experiment.
We observed that for 7/9 genes tested, the expression was significantly reduced and thus
the results of our KD confirmed our previous overexpression model results. To assess
the importance of the MAST3-regulated genes in the clinical presentation of IBD, we
compared gene expression in colonic mucosal tissue of healthy controls and of UC
patient non-inflamed and inflamed regions. We found a significant enrichment of the

expression of the MAST3 gene set in inflamed vs non-inflamed tissues (P=0.005).

The MAST3-regulated genes coordinate immune responses in intestinal inflammation.
They include pro-inflammatory cytokines, regulators of NF-xB, interferon induced
genes, and genes involved in adhesion and cell migration and a majority of these genes
are regulated by NF-kB which suggests that MAST3 controls their expression via the
NF-xB pathway.

Furthermore, the results of our expression study in patients biopsies suggest that
MAST3 can regulate the expression of a set of genes that discriminates inflamed from
non-inflamed tissues and that the overexpression of these genes is part of the clinical

manifestation of the disease.
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Results

Overexpression model identifies a MAST3 regulated gene set involved in immune
response

In order to gain insight into the function of the IBD susceptibility gene MAST3, we
overexpressed MAST3 cDNA in HEK293 cells (chosen because these cells are easily
and efficiently transfected) and analysed the resulting MAST3 transcriptional signature
using genome-wide cDNA microarray. The endogenous expression of MAST3 is
relatively low in these cells, and was measured by reverse transcription quantitative
polymerase chain reaction (RT qPCR) to be several orders of magnitude lower than in
cells overexpressing MAST3 (Figure 111 Annexe II) MAST3 protein levels at 24h post-
transfection were increased by 60-fold in these cells (Supplementary Figure 1 and
Figure I12 Annexe II). Unsupervised hierarchical clustering of expression data clearly
discriminates between cells overexpressing the MAST3 gene and mock-transfected cells
(Figure 113, Annexe II). In total, 195 probes showed significant (Pcorrectea<0.05)
differential expression (Supplementary Table 1). This represents 0.4% of all interrogated
probes. The differentially expressed probes represent 146 different validated protein
coding genes, 24 genes encoding small nuclear RNAs and 15 encoding hypothetical
proteins. Of the 185 differentially expressed genes, 113 showed higher expression and
72 showed lower expression in cells overexpressing the MAST3 gene compared to
mock-transfected cells. Underexpressed genes (in cells overexpressing MAST?3)
consisted mostly of small nuclear RNAs and hypothetical proteins, so we decided to
focus on the overexpressed genes. We were most interested in the top 28 genes with 2-
fold or greater increases in expression (Table 1). We validated the microarray
expression data by testing the expression of 5 genes randomly chosen among the top 28

using RT qPCR (Supplementary Figure 2).

This set of 28 genes (Table 1) whose expression appears to be regulated by MAST3

shows a significant enrichment (P<0.01) of functional involvement in defense response
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(10-fold), inflammatory response (16-fold), response to wounding (11-fold), regulation
of apoptosis (7-fold), and regulation of programmed cell death (7-fold) (Supplementary
Table 2). The importance of this group of genes in the immune response can be further
recognized in their known function based on the literature: they encode pro-
inflammatory cytokines, regulators of the activity of NF-«kB, proteins involved in
adhesion and cell migration, and proteins induced by interferon in response to pathogen
invasion or tumor progression. Additionally, 61% of these genes are regulated by NF-
kB via functionally validated binding sites in their promoter (Figure 1 and Table 1)

suggesting that MAST3 may act through this pathway.

The median fold-increase in gene expression in the MAST3 regulated gene set (top 28
genes) in MAST3-overexpressing cells compared to mock-transfected cells is 3.
However, two genes are overexpressed by greater than 10-fold, CCL20 (P=1.31x107"°,
38-fold) and /L8 (P=6.09x10°, 14-fold), suggesting that MAST3 levels have a greater
influence on the expression of these genes than the other upregulated genes. The CCL20
chemokine is the only known ligand of the CCR6 receptor and CCR6 signaling is
involved in the recruitment of dendritic cells, and other antigen presenting , as well as
CDA4+T cells to the sites of epithelial inflammation’. The chemokine IL-8 is produced
predominantly in the lamina propria of the colon and its level correlates with mucosal

inflammation °.

Knockdown of MAST3 expression in immune cells confirms gene expression profile

In order to further study the effect of MAST3, we created a MAST3 knockdown (KD).
We were interested in confirming that the observed gene expression patterns from our
overexpression model were reversed in the knockdown. Additionally, we wanted to
study immune gene expression in an immune cell context so we selected monocyte-like
THP1 cells. Our KD was created by transducing THP1 cells with MAST3 small hairpin
RNA (shRNA).

Interestingly, the KD has different effects on MAST3 levels at different stages of cell
differentiation and stimulation (Supplementary Figure 3, Figures 114-115 Annexe II). The
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KD has the greatest effect on MAST3 levels in cells differentiated by phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) and stimulated by lipopolysaccharide (LPS) for 24h (a
decrease of 75% of mRNA levels and of 92% of MAST3 protein levels). In order, to
maximize the effect of the MAST3 KD on endogenous gene expression, we studied
THP1 cells treated with PMA and LPS for 24h. We tested a subset of the MAST3
regulated gene set. Of the 9 genes tested, 7 are significantly underexpressed (P<0.05) in
our KD model compared to control and 2 show no significant difference (Table 2).
Overall, this downregulation of gene expression in MAST3 KD cells is consistent with
the upregulation observed in the cells that overexpress the MAST3 gene. Notably, /LS is
highly expressed in PMA and LPS treated THP1 (4800-fold increase from unstimulated
THP1 stage) and its expression level is reduced to 55% of the control expression in the

KD (P=0.01).

Our expression study in cells overexpressing the MAST3 gene highlighted a group of
upregulated genes that are regulated by transcription factor NF-kB. We were interested
in exploring the extent of the effect of a MAST3 KD on the NF-xB dependent
endogenous gene expression but were somewhat limited by the HEK293 cell model
(fibroblast like human embryonic kidney cells). The THP1 cell model allowed us to
study the expression of additional NF-kB regulated genes not necessarily expressed in
HEK?293 cells. We monitored the expression of several interleukins, TGFB1 and
members of the NF-kB pathway (Table 3). As expected, based on our previous results,
the KD of MAST3 decreases the expression of a majority (4/6) of the pro-inflammatory
genes tested. The KD also upregulates the expression of anti-inflammatory cytokine
gene IL10 to 210% of non target KD control (P=0.003). These additional results in our
THP1 MAST3 KD model support the previous results from the overexpression model

and suggest a prominent pro-inflammatory role for MAST3.

NF-&B activity correlates to MAST3 regulated gene expression

We were interested in studying the relationship between NF-kB activity and the MAST3
regulated gene set expression. We have previously shown that a KD of MAST3, in LPS
stimulated HEK293 cells that constitutively express the TLR4 receptor, decreases the
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activity of transcription factor NF-xB '. Thus, we first wished to confirm these findings
in our two new cell models of overexpression in HEK cells and KD in THP1 cells.
Then, we used the /L8 and CCL20 genes as proxies for the MAST3 regulated gene set to

study the temporal correlation between NF-xB activity and MAST3 gene set expression.

We tested the activity of NF-xB at different times post-transfection of MAST3 (Figure
2A). We observed a significant increase in activity specific to MAST3 beginning 12
hours post-transfection. The activity of NF-kB in cells overexpressing the MAST3 gene,
at 12 hours and 24 hours post-transfection is 159% (P=0.01) and 354% (P=0.02) that of
mock-transfected cells, respectively. This increase in NF-xB activity is correlated with
significant MAST3 mRNA (Figure II1 Annexe II) and protein level increases
(Supplementary Figure 1).

The activity of NF-xB in our THP1 knockdown confirms the results of our previous
study in HEK293 cells. A significant decrease in NF-kB activity (70% of control,
P=0.02) is detected in THP1 cells differentiated with PMA and treated with LPS for 6h
(Figure 2B). Importantly, these results correlate with decreased MAST3 mRNA (67.2%
decrease) (Figure 114 Annexe II) and protein (86% decrease) levels (Supplementary
Figure 3 and Figure II5 Annexe II).

The expression levels of MAST3 regulated genes CCL20 and /L8 genes are induced
early and significant differences between MAST3-overexpressed cells and control can be
observed as soon as 8h post-transfection (Figure 2C and 2D). Yet, the most significant
fold differences in expression between cells overexpressing the MAST3 gene and mock-
transfected cells are observed at 12 and 24h (10 and 32-fold increases respectively), and

thus correlate temporally with the increases in NF-xB activity.

MAST3 regulated gene set expression is enriched in inflamed tissues of UC patients
To establish the importance of the MAST3- regulated gene set in the clinical
presentation of the disease, we tested its expression in human intestinal mucosa tissues

from patient biopsies. In order to maximize our statistical power to detect differential
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expression by limiting noise, we defined the MAST3-regulated gene set as the group of
genes that had been overexpressed by 3-fold or greater in our cell model of MAST3
overexpression (Table 1, Top 14 genes). We were mostly interested in answering two
questions: 1. Are there differences in gene expression between intestinal tissue from
healthy people and normal looking intestinal tissue from patients affected with UC? 2.
Are there differences between normal looking intestinal tissues and inflamed tissue from
UC patients? In order to answer these questions, we analyzed the differential gene
expression profiles between biopsies of controls (BC) and patients’ non-inflamed (BPN)
and inflamed (BPI) regions of the colon and rectum. Specifically, we were interested in
discovering whether there was an enrichment of our MAST3-regulated genes as part of

the inflammatory process in IBD patients.

There were no detectable differences between BC (n=16) and BPN (n=15) (Table 4 and
Supplementary Table 3). In contrast, we observed significant differences between BPN
(n=19) and BPI (n=15). Of all the probes of the array, 34.5% (8498 out of 24607)
showed differential expression (P<0.05). In our gene set, 71.4% of genes (10 out of 14)
showed differential expression (P<0.05), which represent a significant 2-fold enrichment
(P=0.005) (Table 4). After correction for multiple testing, we examined the expression
patterns for individual genes. In general, expression of genes from the MAST3-
regulated gene set was increased in the BPI compared to BPN. However, this trend did
not extend to MAST3 expression for which the difference between BPI and BPN did not
reach statistical significance. For 5 genes the individual increase in expression was
significant, CD44 (P=0.001), TNC (P=0.017), ISG15 (P=0.02), NFKBIZ (P=0.02) and
IL8 (P=0.031) (Table 5).



147

Discussion

Genome-wide and targeted association studies have already identified numerous modest
effect genes and estimations of cumulative heritability predict that they will continue to
identify new genes for some time in the future. In order to use these genetic findings to
benefit patients, functional studies are essential. The challenge is to explain the

individual role of each of these genes in the pathogenesis of complex diseases.

Following the identification of MAST3 as an IBD gene ', we were interested in studying
its functional effect in the context of the immune system. Since MAST3 had not been
studied extensively, we decided to use a non-targeted approach to examine the effect of
perturbing the expression of MAST3 (overexpression) in a well-characterized cell
system. The hypothesis being that overexpression of MAST3 will have an influence on
expression of genes in related biological pathways. We report here our results that
highlight a group of MAST3-regulated genes heavily involved in immune responses.
These genes are functionally linked to NF-kB as a majority of them are regulated and/or
regulators of the NF-kB pathway. We show that the activity of NF-kB is correlated
temporally with MAST3-regulated gene expression implying that MAST3 acts on the
NF-kB pathway to trigger immune reactions through changes in gene expression. The
MASTS3 gene set is upregulated in colonic biopsies of inflamed regions from patients
with UC as compared to non-inflamed regions. This suggests that MAST3 contributes to
the dysregulation of the immune response to microbiota underlying IBD through

modulation of gene expression.

To examine the MAST3-regulated gene set in a clinically relevant context, we studied
genome-wide expression in colonic biopsies from control and UC patients. We observed
a significant increase in the expression of the MAST3-regulated genes in inflamed vs
non-inflamed tissues. Since 20% of the genes in this set are encoding proinflammatory

cytokines, including the key chemokines CCL20 and ILS8, this emphasizes the role of the
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inflammatory process in the initiation and/or maintenance of the disease state.
Interestingly, IL8 is a chemokine that is important in innate immunity and highly
regulated by MAST3. /L8 expression has been shown to be increased in both UC and
CD patients and /L8 mRNA and protein level correlates to inflammation severity ®°.
Mutations in NOD2, the first gene associated to CD °, were shown to regulate the

expression of IL8 '°.

In addition, a few of the MAST3-regulated genes are involved in the regulation of the
NF-kB pathway which seems to also implicate MAST3 in a feedback mechanism to
prevent uncontrolled inflammation. NFKBIA is among the NF-xB regulators within this
gene set. NFKBIA encodes proteins [KBa which sequesters the NF-kB complex in the
cytoplasm therefore inhibiting its nuclear localization and transcription factor functions
" Another of these regulators is TNFAIP3 encoding protein A20 which acts on the NF-
kB pathway through interaction with TRAF6 2. Overexpression of A20 has been shown
to block TLR4 activation of NF-kB '*. MD-2, encoded by gene LY96, is the co-receptor
to TLR4. The binding of LPS to TLR4 and subsequent NF-«B activation is dependent
on the formation of the TLR4-MD-2 complex'*. IER3 has been shown to interact with

NF-«B and inhibits its activation, thus interfering with downstream gene expression '°.

Several IBD genes influence immune responses through modulation of the NF-xB
pathway. Notably, a recent study into the effect of the overexpression of IBD associated
variant NOD2"'"%""™C on global gene expression underscores some NF-kB regulated
gene found in the MAST3-regulated gene set'®. NOD2"'%""C was found to upregulate
the expression of pro-inflammatory cytokine gene /L8 and CXCL2 and of NF-xB
regulator genes NFKBIA, IER3 and TNFAIP3. Our combined findings give weight to the
hypothesis that the dysregulation of a limited number of biological pathways is involved
in the pathogenesis of IBD. NOD?2 is the first identified and among the most
systematically replicated CD genes. As opposed to MAST3, it is also among the most
studied functionally. NOD2 has been involved in the regulation of immune gene

expression and epithelial barrier integrity '’. Here we show that another IBD risk factor,
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MASTS3, is modulating the expression of genes and regulating the activity of NF-xB in a
similar way and thus that its variants could translate into similar cellular consequences.
It is possible that there is an inflammation gene set that is regulated by several IBD
genes such as NOD2 and MAST3. The upregulation of the expression of this
inflammation gene set in mucosal gut tissues could trigger the conditions for the
development of IBD. In this context of interconnectivity between IBD genes, functional
studies that aim to decipher disease-causing pathways are becoming essential
companions to genetic studies in the quest to improve our understanding of the

molecular mechanisms underlying IBD.

Among MAST3-regulated genes, a few - TNF, TNFRSF9 and CCL20/CCR6 - are
located in IBD associated loci which also underlines the interconnectivity of the IBD
genes. The TNF gene is on chromosome 6p21 in the major histocompatibility complex
(CMH) region and has been associated to CD following a metanalysis of genome-wide
associated studies '*. The TNF gene encodes tumor necrosis factor o, a pro-
inflammatory cytokine that induces cell proliferation and differentiation and that is
found in increased amounts in patients suffering from IBD ' *. Biological therapies
that target TNF have been used for several years to treat refractory IBD. Notably, the
anti-TNF humanized antibody Infliximab has shown efficacy in reducing intestinal
inflammation and maintaining remission, preventing fistulae, reducing the need for
steroids treatment, reducing hospitalization and need for surgery, and improving quality
of life *'**. The TNFRSF9 gene is located in a locus recently associated to UC °.
TNFRSF9 encodes a cell surface transmembrane protein that is involved in cell
differentiation and activation >>*°. TNFRSF9 has been shown to activate NF-kB in a
TRAF-dependent manner >’. CCL20, the most upregulated gene in our overexpression
model, has not been associated to IBD. However, it encodes the sole ligand of receptor
CCR6 which is encoded by a CD associated gene '*. CCL20 and CCR6 are involved in
the regulation of mucosal immunity through the recruitment of antigen presenting cells
to inflammation sites and homing of dendritic cells and CD4+ T cells to the lymphoid

tissue of the gut ’. There is much interest in CCR6 because it is the only receptor
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expressed on every Ty17 cell subsets > and Ty;17 driven immune responses are

hypothesized to be responsible for CD pathogenesis®.

Our genome-wide expression profiling is a first step into the investigation of the role of
MAST3 in the immune response. Several signal transducers acting between TLR4 and
NF-kB are phosphorylated on serine and/or threonine. It is possible that the MAST3
kinase modulates the activity of NF-kB through the phosphorylation and activation of
one of these molecules. Also, MAST3 might physically interact and modulate the
pathway through stabilization and chaperoning of a target. MAST2, a protein from the
same family, has been shown to regulate NF-kB through the formation of a complex
with TRAF6 °. Additional functional studies will be needed to pinpoint the precise target
of MAST3 in the NF-kB pathway. In the meantime, this study reinforces the importance
of this pathway in IBD and identifies an IBD risk factor, MAST3, as a regulator of NF-

kB activity and immune gene expression.
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Materials and Methods

Cell culture

THP1 cells (ATCC TIB-202) were cultivated in RPMI medium supplemented with 10%
fetal bovine serum, 2-mercaptoethanol (final concentration 0.05 mM), and penicillin
(100 units/mL)-streptomycin (100 ug/mL). TLR4 293-hTLR4A-MD2-CD14 HEK cells
(InvivoGen #293-htlr4dmd2cd14) were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, penicillin (100 units/mL)-streptomycin (100
ug/mL), blasticidin (10 ug/mL) and HygroGold (50 ug/mL, InvivoGen) at 37°C in a 5%
CO, atmosphere.

MAST3 overexpression model

At day 0, twelve aliquots of 1x10° TLR4 293-hTLR4A-MD2-CD14 HEK cells
(InvivoGen, San Diego, CA, USA) were diluted in 2ml of complete medium (without
antibiotics) and plated in individual wells of two 6-well plates. At day 1, cells were
transiently transfected using 6ug of pCMV-XL6 vector containing MAST3 cDNA
(SC316595 Origene, Rockville, MD, USA) or 6ug of pCMV-AC-GFP vector
(PS100010 Origene, Rockville, MD, USA) and 15 uL of lipofectamin 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Cells were collected
24h later (at day 2) and frozen. For the time course assay, cells were similarly
transfected, and collected and frozen at Oh, 8h, 12h and 24h after transfection and used

for protein or RNA extraction.

MAST3 knockdown model

Small hairpin RNA (shRNA) was introduced into THP1 cells by spinoculation with
Mission lentiviral particles (Sigma, St-Louis, MO, USA) according to manufacturer’s
instructions. At day 1, aliquots of 50,000 cells were diluted in 100 uL of complete
medium. Cells were transduced with lentiviral transduction particules carrying a vector

with shRNA targeting MAST3 and a puromycin resistance gene (clone ID
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TRCCNO0000200003 from Sigma, St-Louis, MO, USA,
CCGGCGAGCCTTTCTGCCGACACAGCTCGAGCTGTGTCGGCAGAAAGGCTC
GTTTTTTG) or control transduction particules carrying a vector with non-target
shRNA and a puromycin resistance gene(SHC002V Sigma, St-Louis, MO, USA) at
MOI =10. Three independent aliquots of cells were transduced with MAST3 shRNA and
three others with non-target control ShRNA. Cells with virus-containing medium were
centrifuged at 800 g for 30 minutes at 32 °C. Virus-containing medium was aspirated
and cell pellets were resuspended in 100 ul of complete media by gently pipetting the
pellets up and down, and each resuspended pellet was transferred to its own well in a
96-well tissue culture plate. The plate was returned to the tissue culture incubator at
37°C in a 5% CO, atmosphere. At day 4, puromycin (final concentration 0.5mg/mL)
was added to the medium. At day 12, all cells in the non-transduced control wells were
dead. Cells were further propagated in medium containing puromycin and pools of
transduced THP1 clones were used for differentiation. The 6 pools of transduced THP1
cells (3 MAST3 knockdowns, 3 controls) were each separated in aliquots. One was kept
untreated, one was treated with phorbol myristate acetate (PMA; P1585 Sigma, St-
Louis, MO, USA) (10 ng/mL) for 48h and the other ones were treated with PMA (10
ng/mL) for 48h and with lipopolysaccharide (LPS; L2654 Sigma, St-Louis, MO, USA)
(10 ng/mL) for 3h, 6h or 24h . Cells were then collected for proteins and RNA

extraction.

RNA extraction, quantification and reverse-transcription (RT) in cell model

RNA was extracted using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. RNA was quantified using the RNA 6000
Nano Kit (Agilent) and a Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). All
samples had RIN above 9.5. RNA samples (2 ug per rnx) were reverse-transcribed
(random hexamers) using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (ABI,
Carlsbad, CA, USA).

Proteins and Western Blots
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Proteins were extracted from cell lysate using RIPA Buffer (899100 Thermo, Waltham,
MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Proteins were quantified using
Pierce BCA Protein Assay Kit (23225 Thermo, Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The absorbance was read on a Synergy 2 plate reader
(Biotek, Winoosky, VT, USA). Western blots were performed according to standard
methods, antibodies used for immunoblotting were anti-MAST3 (ab64952, Abcam,
Cambridge, MA, USA), anti-actin (ab3280, Abcam, Cambridge, MA, USA), and goat
anti-rabbit-HRP (CLCC43007, Cederlane, Burlington, NC, USA).

gPCR

Gene expression was monitored with 10 ng of total cDNA and SybrGreen (Invitrogen
Carlsbad, CA, USA) based qPCR using the Mx3005P Real-Time PCR system (Agilent,
Santa Clara, CA, USA). Cycling conditions were set at 95°C for 10 minutes, then 40
cycles of 95°C for 30 seconds and 60°C for 1 minute and 1 cycle of 55°C for 30 seconds
and 95°C for 30 seconds. Samples were run in duplicates. Gene expression levels were
normalized to the HPRTI gene expression levels. Human gene specific primer
sequences used were: MAST3 forward (5’GCAGCGAAGTGGACTATGG3’), MAST3
reverse (S’GATGGTATTCAGGAGAGATGGG3’), HPRTI forward (5°
TGGCGTCGTGATTAGTGATG3’), HPRTI reverse
(5°CAGAGGGCTACAATGTGATGG3’) (Other sequences in Supplementary Table 4).

MAST3 model of overexpression: Whole-genome gene expression analysis

Twelve RNA samples from TLR4 293-hTLR4A-MD2-CD14 HEK cells (6 MAST3
overexpressed samples and 6 controls) were sent to Genome Quebec Innovation Center
(Montreal, QC, Canada) (GQ) to be analyzed using the HumanHT-12 v4 Expression
BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA). Preliminary data was analyzed at GQ using
the Genome Studio Software (Illumina, San Diego, CA, USA). We performed further
quality control assessment and data normalization using the Lumi library included in the

30; 31

Bioconductor package . First, data were adjusted by log, transformation and global

mean normalization. Then, differentially expressed genes between cells overexpressing
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the MAST3 gene and mock-transfected cells were determined using a one-tailed Welch’s
t-test calculated using the MeV software *. P values were corrected for multiple testing
using the adjusted Bonferroni correction. Genes with significant expression change
(Padjustea<0.05) were further studied.

A query of the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
(DAVID)*® was used to identify functional pathways based on Gene Ontology

biological processes.

NF-kB activity Assays

NF-kB activity was monitored using ELISA strip plates from the Transcription Factor
kit for NF-kB p65 (89858 Thermo, Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. For THP1 cells and TLR4 HEK cells, 6 and 20 ug of total
protein lysate was used per well, respectively. For each of the three biological replicates
at each point, luminescence from two independent wells was read on a Synergy 2 plate

reader (Biotek, Winoosky, VT, USA).

Whole-Genome Expression in Patient Biopsies

Biopsies were collected from patients suffering from ulcerative colitis (UC) and healthy
controls at Royal Victoria and Maisonneuve-Rosemont Hospitals in Montreal (QC,
Canada). Patients had to be older than 18 year old and diagnosed with UC for at least 5
years. Patients under biological treatment (i.e.: Infliximab) were excluded from the
study. Biopsies were collected during routine exams (patients) and during cancer
screening exams (controls). Written informed consent was obtained from all participants
and ethics approval was granted in each of the participating institutions. For patients,
biopsies was taken from inflamed (on the margin of ulcerations) and noninflammed
region. Biopsies were taken from the rectum (controls and most patients) and colon
(some patients) and stored in RNAlater (Qiagen, Valencia, CA, USA) until RNA
extraction. RNA was extracted in the following 24h using the RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer instructions. RNA was
quantified using the RNA 6000 Nano Kit (Agilent) and a Bioanalyzer 2100 (Agilent).

RIN was above 8. One ug of RNA was sent to GQ and whole-genome expression was
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evaluated using the Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA).

Statistical analyses for the enrichment analyses

Expression data from the biopsies was normalized using quantile normalization with the
RMA algorithm within each analyzed pair of classes (control+ noninflamed and
noninflamed+inflamed) ****. Differential expression between each class was tested
using Welch T tests. Data structure (inflamed and non-inflamed samples that came from
the same individual and batches of Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) chips hybridized
on 2 separate occasions) was corrected using permutations (1000 permutations).
Enrichment in the MAST3-regulated gene set was tested using Fisher’s exact test.

For assessment of the differential expression of individual genes, P values were further
adjusted for FWER using a Bonferonni-type correction that incorporates correlation

within the data.
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Tables and Figures

Table 1. Differentially expressed genes (Fold increase>2) in the MAST3 overexpression

model

Gene chr P value Fold increase Function
MAST3 19 3.48E-04  42.00

cCL20 2 131E-10  38.13 C,NP
I8 4 6.09E-06  13.89 C,NP
CD44 11 1.136-02  6.41 AM, NP
IFIT2 10 1.20E-03  6.23 I

IER3 6 4.05E-04 5.28 RN, NP
NFKBIA 14 4.41E-02  4.98 RN, NP
IL32 16 8.70E-04  4.60 C,NP
ISG15 1 6.82E-04  3.95 I
TNFAIP3 6 581E-04 3.83 RN, NP
NFKBIZ 3 8.69E-05 3.74 RN, NP
IFIT1 10 8.40E-06  3.66 I

CD70 19 5.98E-04  3.55 C,RN
TNC 9 3.97E-02  3.49 AM, NP
SLC25A24 1 3.82E-05 3.07

CXCL2 4 5.62E-03  2.92 C,NP
TNFRSF9 1 140E-03 2.81 RN, NP
IFIT3 10 1.78E-04  2.80 I

SGPP2 2 3.89E-03  2.61 NP
TNF 6 2.77E-04  2.55 C,NP
GAL 11 2.53E-04  2.44 NP
CD83 6 5.69E-07 241 NP



TNFRSF12A 16

PMAIP1 18
NFKB1 4
LY96 8
CDK6 7
CALCB 11
TMOD1 9

3.84E-03
1.17E-03
2.87E-04
1.27E-02
5.01E-04
4.38E-03
7.18E-05

2.35
2.28
2.26
2.22
2.18
2.17
2.00

RN, AM

RN, NP

RN

NP

AM

chr: chromosome. C: pro-inflammatory cytokine. I: induced by interferons. NP:

regulated by NF-xB. RN: regulator of NF-kB. AM: involved in cell adhesion and/or

migration.
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Table 2. Effect of a MAST3 stable knockdown (KD) on expression of genes in

stimulated THP1 cells confirms results from the overexpression model.

Effect of MAST3 KD (% of

Gene expression of non target KD P
control)*

IL8 55% 0.01
IER3 41% 0.02
CcD70 76% 0.03
CCL20 no detected effect 0.80
ISG15 75% 0.02
LY96 40% 0.01
NFKBIA 92% 0.02
TNF no detected effect 0.47
TNFAIP3 75% 0.02

-: no significant effect of the KD of MAST3 on expression.
*: THP1 cells were differentiated using PMA and treated with LPS for 3h (IER3, TNF)
or 24h (other genes).
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Table 3. MAST3 stable knockdown (KD) influences the expression of immune genes in
stimulated THP1 cells.

Effect of MAST3 KD (% of

Gene expression of non target KD P
control)*

IL10 210% 0.003
IL12B 200% 0.03
IL18 220% 0.04
IL1A 60% 0.01
IL1B 70% 0.03
TGFB1 65% 0.03
TRAF6 65% 0.002

*. THPI cells were differentiated using PMA and treated with LPS for 6h (/IL10, ILIB,
TGFBI) or 24h (IL12B, IL18, IL1A, TRAF6).
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Table 4. MAST3-regulated gene set enrichment tests in patient biopsies

BC vs BPN BPN vs BPI
MAST3 MAST3
All genes* on All genes* on
controlled controlled
microarray microarray
gene set gene set
P*<0.05 3 7045 10 8498
Total 14 24066 14 24607
% 21.4 29.2 71.4 34.5
Enrichment P 0.825 0.005

* Probe sets on the Affymetrix chip are used in lieu of genes. Some genes are
represented by more than one probe set. P*= P is the empirical P after 1000
permutations. BC: biopsies from healthy control. BPN: biopsies from patients taken

from non-inflamed region. BPI: biopsies from patients taken from inflamed region.



Table 5. Comparison of the expression of the MAST3-regulated genes between BPN

and BPI

Exp. BPN  Exp. BPI P
CD44 8.01 8.98 0.001
TNC 6.90 8.31 0.017
ISG15 9.02 9.96 0.02
NFKBIZ 10.56 11.74 0.02
IL8 5.89 7.66 0.027
NFKBIA 10.57 11.11 0.061
TNFAIP3  9.47 9.96 0.07
IER3 10.22 10.89 0.137
CCL20 10.33 11.57 0.27
IFIT2 8.12 8.56 0.505
SLC25A24 11.61 11.44 0.609
CD70 6.72 6.82 1
IFIT1 7.81 7.80 1
IL32 9.05 9.09 1

Exp.: mean expression. BPN: biopsies from patients taken from non-inflamed region.

BPI: biopsies from patients taken from inflamed region. P: Empirical P corrected for

multiple testing.
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Figure 1. MAST3-regulated genes are involved in critical immune functions.

Genes in the MAST3-regulated gene set (genes upregulated by 2-fold or more in cells
that overexpress the MAST3 gene) were classified according to their function recovered
from literature searches. The functions of the genes mainly cluster around the activity of
NF-xB. Sixty-one percent of the 28 genes have experimentally confirmed NF-xB
binding site in their promoter and are regulated by NF-«kB. Thirty-two percent regulates
the activity of NF-xB. Twenty-one percent are pro-inflammatory cytokines. Other
functions include cell adhesion and migration and interferon mediated defense against
pathogen invasion and tumor progression. Two genes out of the 28, CALCB and
SLC25A424 do not seem to be directly involved in immune functions and were not
included in the diagram.
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Figure 2. MAST3 regulates gene expression through NF-xB.

A. The overexpression of MAST3 increases the activity of NF-xB. The graph shows the
activity of NF-kB tested in HEK293 cells that overexpress the MAST3 gene at different
times post-transfection (MAST3 over). The increase in activity is significantly detected
after 12h (*P=0.01). B. The knockdown of MAST3 decreases the activity of NF-xB. The
graph shows the activity of NF-xB tested in THP1 cells at different stages of
differentiation and stimulation following different treatment. The decrease in activity is
significantly detected in phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) differentiated cells after
6h of lipopolysaccharide (LPS) stimulation (*P=0.02). C. and D. Expression of MAST3-
regulated genes /LS8 (C) and CCL20 (D) post-transfection in cells overexpressing the
MASTS3 gene. Expression is normalized to HPRT expression. Error bar represent
standard deviation of three independent biological replicates. KD MAST3: knockdown
MAST3, KD NT: non target knockdown control.
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Supplementary Table 1. All gene significantly differentially expressed (P<0.05) in cells

overexpressing the MAST3 gene.

RefSeq_Accession ~ Symbol Expression x(OE/CTRL)  Adj P value
NM_015016 MAST3 42.00 3.48E-04
NM_004591 CCL20 38.13 1.31E-10
NM_000584 IL8 14.07 6.09E-06
NM_000584 IL8 13.89 3.97E-06
NM_001001391 CD44 6.41 0.011278061
NM_001547 IFIT2 6.23 0.001204265
NM_003897 IER3 5.28 4.05E-04
NM_020529 NFKBIA 4.98 0.044087354
NM_001012633 IL32 4.60 8.70E-04
NM_005101 ISG15 3.95 6.82E-04
NM_006290 TNFAIP3 3.83 5.81E-04
NM_001005474 NFKBIZ 3.74 8.69E-05
NM_001548 IFIT1 3.66 8.40E-06
NM_001252 CcD70 3.55 5.98E-04
NM_002160 TNC 3.49 0.03971354
NM_013386 SLC25A24 3.07 3.82E-05
XM_941665 LOC387763 2.98 1.96E-05
NM_002089 CcxXcL2 2.92 0.005624934
NM_001561 TNFRSF9 2.81 0.001399281
NM_001031683 IFIT3 2.80 1.78E-04
XM_938742 SGPP2 2.61 0.003888478
NM_000594 TNF 2.55 2.77E-04
NM_015973 GAL 2.44 2.53E-04
NM_001040280 CcD83 241 5.69E-07
NM_016639 TNFRSF12A 2.35 0.003839672
NM_002160 TNC 2.29 0.03776952
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NM_021127
NM_003998
NM_004233
NM_015364
NM_001259
NM_000728
NM_203418
NM_003275
NM_203417
NM_014365
NM_022913
NR_029858

NM_001099678

NM_021127
NM_003764
NM_001554

NM_001012636

NM_006509
NM_052871
NM_014904
NM_002982

NM_001040619

NM_031412
AJ420516

NM_004048
NM_033027
NM_005946
NM_005903
NM_025079
NM_012323
NM_025047
NM_152858

PMAIP1
NFKB1
CD83
LY96
CDK6
CALCB
RCAN1
TMOD1
RCAN1
HSPB8
GPBP1
MIR302C
LRRC58
PMAIP1
STX11
CYR61
IL32

RELB
MGC4677
RAB11FIP2
ccL2
ATF3
GABARAPL1

B2M
AXUD1
MTI1A
SMADS5
ZC3H12A
MAFF
ARL14
WTAP

2.28
2.26
2.23
2.22
2.18
2.17
2.12
2.00
1.99
1.97
1.93
191
191
1.90
1.90
1.89
1.89
1.87
1.87
1.86
1.84
1.83
1.83
1.83
1.82
1.82
1.82
1.81
1.81
1.77
1.76
1.72

0.001173748
2.87E-04
1.28E-06
0.012744945
5.01E-04
0.00437663
4.74E-04
7.18E-05
0.001139019
0.028745715
0.028743487
0.001760545
0.014489579
0.018972693
4.92E-04
1.63E-04
0.007492953
0.001447181
0.003494747
0.002218478
1.00E-05
0.008344874
1.63E-04
0.036260877
0.009514864
0.003138402
0.018883374
0.003822554
0.009804687
0.02726992
0.010440555
0.024817396



NM_003190
NM_016823

NM_001002857

NM_001425

NM_001042369

CR622439
NM_015892
NM_017736
NM_003663
NM_020466
NM_005239
NM_014330
NM_002575
NR_002323
NM_199229
NM_006287
NM_004251
NM_080655
NM_138571
NM_016823
NM_004728
NR_003098
XM_927451
NM_002575
NM_001660

NM_001018069

NM_004776
NM_201559

NM_001037174

NM_004417
NM_005139
NM_175624

TAPBP
CRK
ANXA2
EMP3
TROVE2

CHST15
THUMPD1
CGGBP1
LYRM2
ETS2
PPP1R15A
SERPINB2
TUG1

RPE

TFPI
RABYA
C9orf30
HINT3
CRK
DDX21
SNHG1
LOC653226
SERPINB2
ARF4
SERBP1
BA4GALTS
FOX03
ARL5A
DUSP1
ANXA3
RAB3IP

1.72
1.70
1.69
1.69
1.66
1.66
1.66
1.64
1.63
1.62
1.62
1.61
1.60
1.59
1.58
1.57
1.57
1.57
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.55
1.55
1.54
1.54
1.54
1.54
1.53
1.53
1.53

0.011685941
0.003074495
0.001582759
0.004254707
0.01619699
0.046200126
0.003091501
0.025530258
0.014235752
0.015284507
0.014084131
0.04305981
0.027823232
0.04239271
0.015281103
0.019160675
1.16E-04
0.010326821
0.003569022
0.019103818
0.008450904
0.045457955
0.001124901
0.030038996
0.01218624
0.024489302
0.029393006
0.045295794
0.004307957
0.006008911
0.012961811
0.001175251
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NM_002796
NM_031465
NM_153712
XM_927609
NM_006925
NM_005444

NM_001012756

NM_003877
NM_020803
NM_174908
NM_032802
NM_014043
BX538337

NM_017759
NM_201557

NM_001007067

NM_178517
NR_001561
NM_181656
XM_937367
NM_020412
NM_025147
NM_005859
NM_022770
NM_181656
NM_016078
NM_172177
NM_002908
NM_021809
NM_001300
NM_000617
NM_004821

PSMB4
C12orf32
TTL
LOC221710
SFRS5
RQCD1
ZNF260
S0CS2
KLHL8
CCDC50
SPPL2A
CHMP2B

INO80D
FHL2
SDCBP
PIGW
CYCSL1
C17orf58
IL7R
CHMP1B
coQioB
PURA
GINS3
C17o0rf58
FAM18B
MRPL42
REL
TGIF2
KLF6
SLC11A2
HAND1

1.52
1.52
1.52
151
151
1.50
1.50
1.49
1.48
1.48
1.48
1.47
1.47
1.47
1.47
1.46
1.45
1.45
1.45
1.45
1.44
1.44
1.44
1.44
1.44
1.43
1.43
1.43
1.42
141
1.40
0.71

0.037042618
0.03357662
0.024349106
0.013918469
9.75E-04
3.66E-04
0.048565622
0.009984685
2.32E-04
0.005193724
4.61E-04
0.01147545
0.008317753
0.003657858
0.003084054
0.03833343
0.006815474
0.012866
0.001354858
0.045610905
0.044499524
0.011245502
0.002112913
0.003319947
0.001692695
0.001785247
0.024210248
0.04924718
0.011688842
0.017037055
0.024676215
0.019484956



NM_004463
NM_005001
NM_000820
NM_144641
NM_054012
NM_014214

NM_001013653

NM_005733
NM_014909
NM_006383
NM_032118
NM_006855
NM_016609
NM_002084
NM_000599
NM_016286
NM_152739

NM_001024594

NM_004474
NM_000820
NM_052839
NM_002579

NM_001007256

NM_019106
NM_000597
NM_024040
XR_018125
NM_080760
NM_021004
NM_002048
NM_004390
NM_002528

FGD1
NDUFA7
GAS6
PPM1IM
ASS1
IMPA2
LRRC26
KIF20A
VASH1
CIB2
WDR54
KDELR3
SLC22A17
GPX3
IGFBP5
DCXR
HOXA9
Clorf53
FOXD2
GAS6
PANX2
PALM
KLHDC9
SEPT3
IGFBP2
CUEDC2
LOC441154
DACH1
DHRS4
GAS1
CTSH
NTHL1

0.71
0.70
0.69
0.69
0.69
0.68
0.68
0.68
0.68
0.68
0.67
0.67
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.65
0.65
0.65
0.65
0.65
0.64
0.64
0.64
0.63
0.62
0.62
0.62
0.62
0.62

0.008387891
0.044010684
0.01588695

0.019506399
0.027822183
0.012939415
0.035538845
0.03582707

0.004221957
0.026606318
0.003487259
0.024521606
0.042047378
0.012220169
0.028279658
0.027213806
0.013479603
0.045547493
0.01620012

0.001691935
0.038621623
0.04225034

0.01139942

0.03553287

0.027618175
0.037346654
0.040506568
0.004544208
0.019803086
0.030644927
0.044033036
0.025702296
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NM_007129
NM_005896
NR_000024
NM_002168
NR_024103
NM_021020
NM_003088

NM_001002018

NM_018390
NM_005077
NM_000477
NM_002775
NM_019058
NM_032772
NM_000848
NM_000561
NM_003970
NR_028372
XM_210876
NR_004394
NR_003051
U62823

NR_023344
NR_006881
NR_004402
NR_002312
NR_004430
NR_006880
NR_006882
XM_942124
NR_001571
NR_004400

zZIc2
IDH1
SNORD46
IDH2
C170rf93
LZTS1
FSCN1
HCFC1R1
PLCXD1
TLE1

ALB
HTRA1
DDIT4
ZNF503
GSTM2
GSTM1
MYOM2
RNU6-15
C10orf41
RNUG6-1
RMRP

RNUBATAC
SNORD3C
RNU1F1
RPPH1
RNU1A3
SNORD3A
SNORD3D
KIAA1666
RNY5
RNU1-5

0.62
0.61
0.60
0.59
0.59
0.59
0.58
0.56
0.55
0.55
0.54
0.52
0.52
0.50
0.48
0.45
0.44
0.41
0.40
0.40
0.31
0.29
0.28
0.27
0.27
0.25
0.25
0.22
0.21
0.20
0.19
0.19

0.016270809
0.004873429
0.00787179
8.11E-04
0.006295137
0.003652763
0.003710913
0.01102881
0.001204323
0.001058865
0.001407475
0.046296883
0.004551901
0.007911245
0.0389311
0.004690235
0.024349527
0.006706168
0.001170356
0.023693664
0.001427169
0.013889274
0.001093215
0.001543414
5.44E-04
1.10E-04
2.34E-04
4.84E-04
2.62E-04
0.005818738
0.002492848
2.30E-04



NR_004426
NR_004408
XM_001713808
XM_001713810
XM_001713809
NR_003287
NR_023371
NR_001445
NR_001445

RNU1G2
RNU1-3
LOC100132564
LOC100134364
LOC100132394
LOC100008589
RN559

RN7S5K

RN7S5K

0.17
0.17
0.12
0.08
0.08
0.07
0.05
0.05
0.04
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0.001273187
4.20E-04
2.59E-07
2.10E-08
2.79E-08
2.98E-08
2.10E-08
2.05E-05
5.43E-05
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Supplementary Table 2. Major Gene Ontology biological processes involving genes upregulated in our MAST3

overexpression model.

Coun
Term t % PValue Genes List Pop Hits  Pop Total Fold Enrich. Bonferroni  Benjamini FDR
def CD83, NFKBIZ, TNF, IL8, CD44,
efense
11 39.29  2.35E-08 CCL20, LY96, CXCL2, IL32, 24 615 13528 10.08 1.57E-05 1.57E-05 3.52E-05
response
P NFKB1, GAL
NFKBIZ, TNF, IL8, CD44,
inflammatory
9 32.14  3.65E-08 CCL20, LY96, CXCL2, NFKB1, 24 325 13528 15.61 2.44E-05 1.22E-05 5.46E-05
response
P GAL
NFKBIZ, TNF, IL8, CD44,
response to
gi 10 35.71 1.02E-07 CCL20, LY96, TNC, CXCL2, 24 530 13528 10.64 6.79E-05 2.26E-05 1.52E-04
woundin
9 NFKB1, GAL
TNFRSF9, IER3, TNF, CD44,
regulation of
osi 10 35.71 3.39E-06 NFKBIA, CD70, NFKB1, 24 804 13528 7.01 0.0022645 5.67E-04 0.005086
apoptosis
Pop PMAIP1, TNFAIP3, GAL
regulation of TNFRSF9, IER3, TNF, CD44,
programmed 10 35.71 3.68E-06 NFKBIA, CD70, NFKB1, 24 812 13528 6.94 0.00245714  4.92E-04 0.005519
cell death PMAIP1, TNFAIP3, GAL
TNFRSF9, IER3, TNF, CD44,
regulation of
35.71 3.80E-06 NFKBIA, CD70, NFKB1, 24 815 13528 6.92 0.0025329  4.23E-04 0.00569

cell death

PMAIP1, TNFAIP3, GAL
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Supplementary Table 3. Comparison of the expression of gene from the MAST3
regulated gene set between BC and BPN

Exp. BC Exp. BPN P

IL8 4.63 5.25 0.308
TNFAIP3 9.19 9.51 0.344
NFKBIZ 8.19 8.63 0.533
MAST3 7.77 7.48 0.668

IER3 10.51 10.19 0.925
ccL2o 9.90 10.31 0.997
NFKBIA 10.72 10.61 0.998

CD44 7.46 7.55 1
CcD70 6.75 6.83 1
IFIT1 7.62 7.83 1
IFIT2 8.00 8.17 1
IL32 8.85 8.97 1
ISG15 9.02 9.20 1
SLC25A24  11.69 11.64 1
TNC 6.78 6.89 1

BC: biopsies from healthy control. BPN: biopsies from patients taken from non-

inflamed region.
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Supplementary Table 4. Sequences of the RT qPCR primers.

Gene Orientation Sequence
CCL20 F CTCCACCTCTGCGGCGAATC
CCL20 R AGATGATAGCATTGATGTCACAGC
CD44 F CAACAACTTCTACTCTGACATC
CD44 R TGATAAGGAACGATTGACATTAG
CD70 F ATCCAGCGCTTCGCACAGGC
CD70 R CATGTAGATGCCATCACGAT
IER3 F ACCATCGTCTTCTGCCAGA
IER3 R AGTCACAGTTAGAAGGCGG
IFIT1 F AGGATGAAGGACAGGAAG
IFIT1 R GCAGTAAGACAGAAGTGG
IFIT2 F ACCTCTGGACTGGCAATAG
IFIT2 R CCTCTTCACCTTCTTCACG
IL32 F CCCGAAGGTCCTCTCTGATG
IL32 R ATAAGCCGCCACTGTCTCC
ISG15 F AGCCCACAGCCCACAGCCATG
ISG15 R GTGGACAGCCAGACGCTGCT
NFKBIA F CTCCACTCCATCCTGAAG
NFKBIA R CTCCTGAGCATTGACATC
NFKBIZ F CAGCGGTGGAAGCGAAGG
NFKBIZ R TCATCAACAGGCGGACAGC
SLC25A24 F CATTGCTGGTGCTGTCTC
SLC25A24 R TTGTCCTTCTTCAGTAAGTAAC
TNC F ACCTGAAGCCTGACACTG
TNC R CTTGCCATTCCTCCATTCC
TNFAIP3 F GGCGTTCAGGACACAGAC
TNFAIP3 R TTCCAGTTCCGAGTATCATAGC
IL8 F CGGAAGGAACCATCTCAC
IL8 R CCACTCTCAATCACTCTCAG

F: forward, R: reverse
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Supplementary Figure 1. Effect of MAST3 overexpression on MAST3 protein levels at

different times post-transfection.

Protein levels are relative to actin. Error bars represent the standard deviation between 3
independent biological replicates.
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Supplementary Figure 2. RT qPCR validation of expression chip results.

The same RNA samples used on the chip were tested by qPCR. All gene tested were
validated. The fold increase in expression is indicated on each bar chart. Expression is
normalized to HPRT] expression. Error bars represent the standard deviation between 6
independent biological replicates.
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Supplementary Figure 3. Effect of a stable knockdown of the MAST3 gene on MAST3
protein levels.

Protein levels are relative to actin. There were no detectable MAST3 proteins in THP1
non stimulated cells. Error bars represent the standard deviation between 3 independent
biological replicates. NT KD Control: non target knockdown control, KD MAST3:
knockdown MAST3
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Chapitre 6

Discussion

6.1 Résumé du projet et mise en contexte

6.1.1 MAST3 : facteur de risque génétique aux MII

Tout projet de recherche subit I’influence de son contexte historique qui inspire les
méthodes, le design expérimental et méme les hypothéses de départ. Ce phénomene est
particuliérement marqué en génétique, un domaine qui, ces derniéres années, a connu
des avancées considérables a la fois au niveau des connaissances et des technologies.
Conséquemment, les études génétiques d’aujourd’hui ne ressemblent pas a celles d’il y a
10 ans. Le volet génétique de mon projet de doctorat s’inscrit dans un contexte
historique qui suit la publication de la séquence du génome humain'? et le
développement du projet HapMap® mais qui précéde les études d’association
pangénomiques (EAP). L’objectif initial était de cribler la région de liaison aux MII,
IBD6 pour identifier le ou les facteurs de risque génétique. Dans I’étude originale de
Rioux et al. publiée en 2000*, le pic de liaison calculé représentait un impressionnant
OR de 4,6 pour cette région. Nous avons choisi d’utiliser la plateforme Illumina
GoldenGate Assay qui donnait la flexibilité de pouvoir choisir 1536 SNP a génotyper
simultanément. En sélectionnant des SNP marqueurs de la base de données HapMap, il
était possible de couvrir la majorité (r*>0,7) des SNP communs (fréquence d’alléle
mineur>10%) dans la région IBD6. A la suite du génotypage en deux étapes (une de
criblage, une de réplication), nous avons identifi¢ un SNP intronique commun
(fréquence d’alléle mineure 47% chez les contrdles) localisé dans le géne MAST3. Ce
SNP s’est avéré corrélé (r*>0,7) a quatre SNP codants dont un non-synonyme et donc
avec potentiellement une influence fonctionnelle sur la protéine. Toutes les variantes de

MAST3 associés ont un OR d’environ 1,2°.
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L’impact génétique du facteur de risque MAST3 sur le pic de liaison initial de la région
IBD6 est difficile a évaluer puisqu’il impliquerait un génotypage des échantillons
originaux qui ne sont plus disponibles. Toutefois, il est probable que le OR de 4,6 de
I’étude originale soit surévalué di a un biais dans la distribution des variantes
génétiques. Cette occurrence se nomme winner’s curse dans le jargon génétique et a été
discutée abondamment dans le cadre d’étude de liaison et d’association ®’. On suggére
différentes méthodes pour contrer cet effet dont le calcul des parametres, par exemple le
OR, dans un ensemble de données indépendantes de 1’étude originale °. En 2004, une
¢tude anglaise indépendante, a répliqué la liaison au locus IBD6, avec toutefois un OR
plus modeste de 1,59 *. Une confirmation additionnelle s’est concrétisée par la
métaanalyse de Van Heel et al.’ qui a identifié une région de liaison sur le chromosome
19p a partir des données de 10 études indépendantes (dont 1’étude originale de Rioux et
al.). De plus, le locus 19p est une vaste région, riche en génes, qui n’a pas d’intérét que
pour les MII. En effet, des études de liaison I’ont reliée a différents traits complexes tels
que I’autisme (OR=2,6)"", les niveaux totaux de cholestérol, (OR=3,89)"", le syndrome
des jambes sans repos (OR=2,6)" et le psoriasis (OR=4,06)". Ces observations
suggerent deux types de constatations. D’une part, elles t¢émoignent de la densité
génique de la région et donc de la possibilité qu’elle arbore de multiples facteurs de
risque aux maladies. D’autres parts, elles peuvent suggérer que la région contient des
genes cruciaux pour I’équilibre métabolique encodant des protéines qui évoluent dans

des voies biologiques qui sont communes a plusieurs maladies complexes.

Les différentes études réalisées jusqu’a maintenant semblent appuyer 1’hypothése qu’il y
ait plus d’un facteur de risque génétique indépendant influencant la susceptibilité aux
MII localisé sur le chromosome 19p. D'ailleurs, la région est localisée sur le
chromosome arborant la plus grande densité génique et une grande proportion de ces
génes ont des fonctions immunitaires'*. Différentes études d’association par génes
candidats ont associ¢ aux MII des variantes dans le géne intercellular adhesion molecule

1 (ICAM1) encodant une glycoprotéine impliquée dans I’adhésion des cellules
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endothéliales et immunitaires * '°. Le géne encodant la protéine myosin IXB
(MYO9B) impliquée dans le mouvement intracellulaire a également été associé via des
études par géne candidat dans des populations néerlandaise'®, espagnole'”, italienne'®,
britannique'” et canadienne®. Les EAP ont a ce jour identifié¢ deux loci associés a la MC
dans la région 19p'. Le premier locus est associé aux génes tyrosine kinase 2 (TYK?2) et
intercellular adhesion molecule (ICAM3) alors que le second tombe dans la région des
genes glutathione peroxidase 4 (GPX4) et strawberry notch homolog 2 (SBNO?2).
L’effet faible des variantes associées (OR généralement autour de 1,1-1,2) est un point
commun & tous ces génes. A ce titre, I’effet des variantes de MAST3 se situe dans la
moyenne (OR=1,2). Il est donc possible d’imaginer que la combinaison de tous ces
facteurs de risques avec effets modestes (et d'autres facteurs de risque encore a

découvrir) explique la force de la liaison au locus IBD6.

Dans le cadre de mon projet, nous n’avons, cependant, identifié¢ qu’un seul facteur de
risque dans IBD6 : MAST3. Cette situation s’explique par le fait que la puissance
statistique de détecter des variantes associées inhérentes a chaque étude d’association est
habituellement faible®*. Cette puissance peut étre calculée a 1’aide des paramétres
suivant : les fréquences alléliques, les OR et les tailles d’échantillons. Selon 1’outil
informatique Genetic Power Calculator®, la puissance de mon étude de détecter un
variant associé a P<0,05, tel que rs273506 (le variant intronique associé¢ de MAST3),
avec un OR de 1,2, une fréquence de 47% dans un échantillon de 1500 cas, se situe
autour de 20%. Conséquemment, on manque une bonne proportion des signaux
d’association. Une solution pour pallier ce déficit serait d’augmenter les tailles de
cohortes et ¢’est justement un des buts des initiatives de regroupements de différentes

¢tudes pangénomiques en métaanalyses d’association.

La puissance de détection des EAP actuelles sur les MII reste faible®. La toute derniére
métaanalyse d’EAP sur la MC a porté le nombre de loci associés a 717" Cette étude
comportait environ 6300 cas atteints de MC. Selon Altshuler ef al. cette taille

d’échantillon permet 90% de pouvoir statistique de détecter un variant & P<10™® (le seuil
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de signification pangénomique) avec fréquence allélique d’au moins 10% et OR de plus
de 1,4%. Pour la MC, la majorité des variantes sont associés a OR plus faible de I’ordre
de 1,1-1,2 et pour avoir 90% de puissance de détection de ce type de variantes, il faut
une cohorte de plus de 15 000 cas. C’est sans doute ce qui explique que les genes
identifiés dans le locus IBD6 par les études d’association par génes candidats ou région
candidate (dans mon cas) n’aient pas été nécessairement identifiés dans les EAP
actuelles. D’ailleurs, on estime que les 71 loci identifiés par les EAP n’expliquent que
23,2% de I’héritabilité *' de la MC. Le méme scénario se produit pour la CU ou les 47
loci identifiés par les EAP n’expliquent que 16% de I’héritabilité**. Il est donc probable
que dans I’avenir, avec des cohortes indépendantes ou encore des métaanalyses
impliquant de plus grandes cohortes, plusieurs autres genes de susceptibilité soient

identifiés par les EAP.

6.1.2 Premier lien fonctionnel immunitaire: MAST3 et NF-kB

Le volet fonctionnel de mon projet s’est d’abord déroulé de fagon exploratoire, puisque
trés peu de choses étaient connues sur la protéine MAST3. En effet, 1’étendue des
connaissances sur MAST3 nous a appris qu’il s’agit d’une kinase qui peut se lier a la
phosphatase phosphatase and tensin homolog (PTEN) pour la stabiliser et la
phosphoryler® et que MAST3 est exprimé abondamment dans différentes parties du
cerveau murin®®. Nous avons d’abord évalué 1’expression de MAST3 dans des cellules
d’intérét dans 1’étude des MII et trouvé une expression importante dans les lymphocytes
et les cellules présentatrices d’antigénes. Par la suite, d’autres kinases de la méme
famille qui ont été plus étudiées nous ont permis de développer des hypothéses
fonctionnelles pour MAST3. Par exemple, la protéine MAST2 régule I’activité du
facteur de transcription NF-xB via la molécule TNF receptor associated factor 6
(TRAF6)*’. Nous avons donc mesuré I’activité de NF-kB due 8 MAST3 via un
knockdown stable du géne MAST3 combiné a des essais géne rapporteur (luciférase)
dans des cellules embryonnaires de rein (HEK293). Nous avons constaté que MAST3

régule I’activité de NF-xB spécifique aux récepteurs TLR4. Ensuite, deux nouveaux
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modeles cellulaires, un de surexpression dans des cellules HEK293 et un de
knockdown dans des cellules THP1 ont confirmé la modulation de NF-kB par MASTS3.
Cette découverte s’est révélée étre un premier lien fonctionnel entre MAST3 et la

réponse immunitaire sur lequel on s’est appuyé¢ pour proposer un modéle du rdle de

MAST?3 (section 6.2).

La modulation de I’activité du facteur de transcription inflammatoire NF-kB est un
théme commun a plusieurs protéines encodées par des génes MII. Par exemple, NOD2,
le premier gene MII encode un récepteur intracellulaire qui influence la susceptibilité a
I’inflammation causée par la flore intestinale via la modulation de I’activité de NF-kB
¥ L’action de NOD2 sur la voie NF-kB se fait via le recrutement de protéines de
signalisation intracellulaire comme cIAP1 and cIAP2%. Cette activation de la voie NF-
kB méne a I’expression de chemokines, de cytokines et de défensines qui a leur tour
modulent la réponse antimicrobienne™. La protéine macrophage stimulating protein
(MSP) encodée par le géne de susceptibilité aux MII macrophage stimulating 1 (MSTI)
bloque la dégradation de la protéine inhibitrice de NF-xB, IkB et la liaison de NF-xB a
I’ADN’!. De plus, les derniers loci identifiés par métaanalyse de EAP contiennent
plusieurs cytokines régulées et régulatrices de NF-kB*"*?*. Toutes ces indications
confirment la voie de NF-xB comme ayant un réle majeur dans le développement de

I’inflammation typique des MII.

Le facteur de transcription NF-xB a lui-méme directement été¢ impliqué dans les MII.
Les modeles murins ont d’abord montré que la suractivation du facteur de transcription
était liée au développement de colites® . Chez les patients atteints de MII, le niveau
d’activité de NF-kB est corrélé au niveau d’inflammation®. Cette activité de NF-kB
provoque des hausses d’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF, IL-
1 et IL-6>*. Ces cytokines sont impliquées dans les dommages & la matrice
extracellulaire qui causent la dégradation de la muqueuse intestinale™. Paradoxalement,

NF-xB est également impliqué dans le maintien de ’homéostasie intestinale. En effet,
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des modéles murins pour lesquels la voie NF-xB est bloquée, via knockout, développent
de ’inflammation intestinale®®. Le double role de NF-kB révéle un modéle complexe
qui témoigne des interactions constantes du systéme immunitaire avec la flore
intestinale et du besoin de réagir aux attaques, mais aussi de développer un certain

niveau de tolérance pour maintenir I’homéostasie a la muqueuse intestinale.

6.1.3 MAST3 influence I’expression de génes pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires

La génomique fonctionnelle et particulierement les études d’expression pangénomiques
ont été utilisées abondamment avec 1’objectif d’identifier une signature typique des
tissus cancéreux. L’idée derricre cette stratégie est que les changements d’expression
géniques sont accompagnés de différences dans la biologie cellulaire qui occasionnent
des différences dans la présentation clinique®’. En identifiant ces génes qui
correspondent a des cancers a progressions différentes, on peut d’abord mieux
diagnostiquer la maladie et ensuite apporter des traitements plus adaptés et plus
personnalisés®®. D’autres domaines de la biologie ont également su exploiter la mine
d’information provenant des études d’expression pangénomiques. Par exemple, les
¢tudes d’expression pangénomiques sont utilisées pour étudier la diversité génomique

o . Z . 4 39-41
des bactéries, I’effet des microARN et I’envergure de la réponse aux interférons™ .

Dans le cadre de mon projet de doctorat, nous avons choisi d’utiliser les études
d’expression pangénomiques pour étudier de facon non biaisée les effets fonctionnels de
MAST3 dans la cellule. Etant donné, le peu de connaissances fonctionnelles sur
MASTS3, nous avons choisi une stratégie qui nous permettait de produire et d’identifier
des effets cellulaires. Nous nous sommes appuyés sur deux modéles cellulaires pour
amplifier I’effet de MAST3 (surexpression) ou le supprimer (knockdown) et ainsi
d’avoir un maximum de chances de détecter des effets sur I’expression. Cette stratégie

n’est pas sans conséquence. D'abord, les effets détectés ne sont pas d’ordre
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physiologique et ensuite le type cellulaire influence 1’expression génique. Nous
avons pris le pari d’utiliser cette stratégie pour explorer I’effet général d’une
surexpression de MAST3 dans les HEK293 sachant que nous allions confirmer 1’effet
inverse dans le knockdown d’un type cellulaire différent (THP1). De plus, ’utilisation
des THP1 permettait d’étudier 1’expression génique dans un contexte de cellules

immunitaires (macrophages).

Notre étude a mené a I’identification d’un groupe de geénes dont I’expression est
modulée par la présence de MAST3. Une bonne partie de ces geénes est impliquée dans
la réponse immunitaire pro-inflammatoire, ils encodent des cytokines (/L8, CCL20),
CXCL?2), des protéines impliquées dans la migration cellulaire (CD44, TNC) et des
protéines induites par les interférons en réponse a une invasion virale ou de cellules
cancéreuses (IFIT1, ISG15). Paradoxalement, une autre partie de ces genes est
impliquée dans la régulation de I’inflammation a travers la régulation de NF-xB (/ER3,
LY96, TNFAIP3). Cette dichotomie fonctionnelle semble suivre le double role de NF-xB
dans I’inflammation. D'ailleurs, plus de 60% des génes modulés par MAST3 ont au
moins un site de liaison fonctionnel et confirmé expérimentalement dans leur promoteur.
C'est-a-dire que leur expression est régulée par NF-kB. Cette proportion apparait
comme un enrichissement par rapport a la proportion de genes controlés par NF-kB
dans le génome. En effet, des études se sont penchées sur 1’identification de génes cibles
de NF-xB via des immunoprécipitations de la chromatine et des puces d’ADN (ChIP on
chip). Une étude ciblée dans des cellules HeLa (fibroblastes humains col de 1’utérus)
montre que 15.5% des génes sur le chromosome 22 sont activés par NF-kB 2.
Cependant, les auteurs estiment que cette proportion est surévaluée puisqu’elle prend en
compte les pseudogenes. Une autre étude faite sur des cellules U937 (monocytes
humains) identifie 348 geénes activés par NF-kB sur 9496 testés ce qui représente
environ 3.6% *. Ces résultats semblent loin du 60% observé dans le groupe régulé par
MASTS3. Nous avons également démontré que I’expression des génes régulés par

MAST?3 corrélait avec ’activité de NF-kB dans nos modéles cellulaires de knockdown
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et de surexpression. Ces résultats semblent confirmer qu’une bonne partie de I’effet de

MASTS3 sur I’expression génique se produit via la voie NF-kB.

Les effets de MAST3 sur I’expression de génes immunitaires sont semblables a ceux
d’un autre gene MII : NOD2. Dans une ¢étude de la réponse transcriptionnelle inhérente a
NOD?2 et NOD2 L1006fsinsC (une des variantes associées aux MII), Billmann et al. ont
montré un programme d’activation génique composé¢ a la fois de geénes pro-
inflammatoires et de régulateurs de NF-kB*. Tout comme MAST3, NOD2 module
I’expression de cytokines comme /L8 et CXCL2, et de régulateurs de la voie NF-xB
comme TNFAIP3, IER3, NFKBIA, NFKBIZ, TNFRSF9. Globalement, ces résultats
semblent suggérer que la voie NF-kB est une voie centrale régulée par plusieurs
protéines encodées par des génes de susceptibilité aux MII. L’activation de cette voie

influence 1’expression d’un groupe de génes qui est impliqué dans I’inflammation.

6.1.4 Certains geénes dont ’expression est modulée par MAST3 sont
aussi des facteurs de risque aux MII connus

Les facteurs de risque aux MII encodent des protéines qui interagissent au niveau des
mémes voies biologiques. Nous avons constaté cette observation dans le cadre de nos
¢tudes d’expression. C’est-a-dire qu’il s’est avéré que MAST3 influence 1I’expression de
genes qui sont eux aussi des facteurs de risque aux MII (TNF, TNFRSF9,
CCL20/CCR6). Par exemple, le gene TNF localisé sur le chromosome 6p21 dans la
région HLA a été associé a la MC suite a la métaanalyse de Barrett e al.*’. Le géne
TNFRSF9 est localisé dans le locus 1p36 associé a la CU*. Le géne qui est le plus
surexprimé lors d’une surexpression de MAST3, CCL20 n’a pas était directement associé
aux MII. Par contre, il encode I'unique ligand du récepteur CCR6 encodé par un géne
associé a la MC™®. Ces observations suggérent de I’interaction fonctionnelle entre les
genes MII et appuient I’hypothése d’un nombre restreint de voies biologiques

impliquées dans la susceptibilité aux MII.
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6.1.5 Les genes dont D’expression est modulée par MAST3 sont
surexprimés dans les tissus enflammés typiques des MII

Pour évaluer I’implication, dans les MII, des genes identifiés a la suite des profils
d’expression reliés 8 MAST3, nous avons étudié des biopsies de muqueuse du colon de
patients atteints de CU. L’objectif était de vérifier les observations de nos modeles ex
vivo dans un contexte physiologique. Nos études d’expression ont montré un
enrichissement de 1’expression de ces genes dans les tissus enflammés de la muqueuse
intestinale des patients par rapport aux tissus sains de patients. Ce constat n’est pas
surprenant puisqu’une majorité de ces génes est impliquée dans des fonctions
immunitaires. D’autres études ont souligné I’importance de 1’un ou 1’autre de ces génes
dans les MII. Ces études étaient pour la plupart des études ponctuelles, dont des études
de genes candidats choisis par rapport a leur fonction immunitaire. Par contraste, nous
avons défini notre groupe de génes a la suite d’une étude d’expression pangénomique
dans des cellules surexprimant MAST3 sans biais pour une fonction quelconque. Tout de
méme, notre étude réplique plusieurs de ces observations. Entre autres, Tsukada et al.
ont démontr¢ la surexpression de /L8 dans la muqueuse colique de patients atteints de
UC*. Arijis ef al. ont rapporté des niveaux élevés d’expression de génes impliqués dans
I’adhésion cellulaire et des génes encodant des cytokines, notamment CCL20, CXCL?2 et

1*7. Matzuda et al. ont

IL8, dans la muqueuse intestinale de patients atteints de MI
montré une forte expression de TNF et de /LS dans les tissus enflammés de patients

atteints de CU*.

Le groupe de génes modulés par MAST3 représente une signature d’inflammation qui
semble distinguer les tissus sains des tissus enflammés chez les patients atteints de MII.
Nous ne prétendons pas que cette signature d’inflammation soit uniquement due a
I’action de MAST3. Toutefois, nous avons prouvé que MAST3 peut activer ’activité de

NF-xB et I’expression de ce groupe de génes et donc contribuer avec d’autres facteurs
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de risque encodant des régulateurs de la voie NF-xB, tel que NOD2, a créer un

environnement cellulaire propice a I’inflammation.
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6.2 Role de la kinase MAST3 dans ’inflammation

6.2.1 Modéele fonctionnel

Les études fonctionnelles sur MAST3 réalisées au cours de mon projet de doctorat
représentent un premier pas dans la compréhension du role MAST3 dans
I’inflammation. Mes résultats permettent tout de méme de spéculer sur des partenaires
potentiels et des molécules cibles sur lesquelles sont dirigeés les effets de MAST3. Deux
types d’effets ont été envisagés : la phosphorylation de molécule de signalisation et la

stabilisation de TRAF6 (Figure 1).

Le programme d’activation génique influencé par MAST3 passe par la voie NF-xB.
Dans cette voie, d’abord activée par stimulation des récepteurs cellulaires comme TLR4,
la transmission de la signalisation passe majoritairement par I’activation de molécules
via phosphorylation. Plusieurs molécules de cette voie sont phosphorylées en serine ou
thréonine : TAK1, IKKa, IKBa, p38, etc (Figure 1). MAST3 est une kinase qui peut
phosphoryler d’autres molécules en serine et thréonine, notamment PTEN?. 11 est
possible que I’action de MAST?3 sur la voie NF-kB se produise a travers la

phosphorylation de I’une de ces molécules.

D’autre part, Xiong et al. ont montré que MAST2, une protéine de la méme famille de
kinases que MAST3, contro6lait la voie NF-kB a travers la formation d’un complexe
avec TRAF6. MAST?2 agit comme chaperon en stabilisant TRAF6 et en favorisant sa
transubiquitination®’. Les protéines MAST3 et MAST? partagent une grande identité de
séquence : 73% de la séquence totale d’acides aminés et 78% de la séquence du
domaine PDZ impliqué des les interactions protéine-protéine”. Il est donc possible que
MAST?2 et MAST3 aient des roles redondants sur la voie NF-kB via leur action sur

TRAF6.
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La premicre étape dans la compréhension du réle de MAST3 a été franchie avec les
connaissances acquises a travers 1’étude de nos modeles cellulaires. L’effet fonctionnel
directement relié aux variantes associées de MAST3 sur la voie NF-xB reste a étudier.
Puisque que ces variantes ont une prévalence plus importante chez les patients atteints
de MII, il semble probable qu’elles aient un impact pro-inflammatoire d’un autre ordre,
mais similaire au modele de surrexpression de MAST3 en terme de direction de I’effet:
c'est-a-dire I’activation de la voie NF-kB. Des essais fonctionnels additionnels seront

cependant nécessaires afin de confirmer cette hypothése.
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Figure 1. Cibles potentielles de MAST3 dans la voie NF-kB.

La liaison des sous-unités TLR4 avec le ligand LPS permet la dimérisation du récepteur
TLR4 et son activation. S’en suit une cascade de signalisation culminant en I’activation
de facteurs de transcription tels que NF-xB, AP-1 et IRF7 qui entraine un programme
d’expression de genes impliqués dans des fonctions immunitaires. Des modifications
post-transcriptionnelles comme de la phosphorylation et de 1’ubiquitination se
produisent pour activer les différentes molécules de la cascade. Certaines de ces
molécules sont phosphorylées en serine/thréonine, potentiellement par MAST3 (étoile
marron). MAST3 pourrait également agir sur la cascade a la stabilisation de TRAF6
(étoile rouge).
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6.2.2 Effets biologiques

L’identification d’un groupe de génes influencé par la modulation de 1I’expression de
MASTS3 dans la cellule permet de spéculer sur les effets biologiques de MAST3. De
plus, I’identification de I’enrichissement de ce groupe de génes dans les tissus
enflammés de patients par rapport aux tissus sains de patients appuie I’hypothése que le
programme d’activation de genes influencés par MAST3 a des conséquences sur 1’état
de la muqueuse intestinale. En clair, I’action de MAST3 en amont a des conséquences

cellulaires observables qui se traduisent en manifestations cliniques des MII.

MAST3 module I’expression de cytokines pro-inflammatoires qui attirent les cellules
immunitaires vers des régions qui deviennent des zones enflammées. Par exemple, IL-8
provoque la chimiotaxie et I’accumulation de neutrophiles et la formation d’cedémes™.
L’IL-8 est essentiel au mouvement des neutrophiles, appelé diapédése, a travers les
cellules endothéliales formant les vaisseaux sanguins’ et est impliqué dans la
dégranulation de ces neutrophiles’'. De plus, IL-8 est impliqué dans la croissance
tumorale au niveau de 1’angiogenése™. IL-8 est également impliqué dans la production
de métalloprotéases qui provoquent la dégradation de la matrice des cellules de la

53; 54

mugqueuse intestinale™ . La chemokine CCL20 est le seul ligand du récepteur CCR6

dont le géne est associé¢ aux MII*

. CCR6 est exprimé dans plusieurs cellules
immunitaires, dont les cellules dendritiques. Il a été démontré que CCR6 est impliqué
dans I’induction de la migration de ces cellules vers 1’épithélium intestinal aux sites de
contact avec les pathogénes et autres antigénes™. Par la suite, les cellules dendritiques
migrent vers les nodules lymphatiques pour agir comme cellules présentatrices
d’antigénes™. CCR6 est également le seul récepteur a étre exprimé sur tous les sous-
types de cellules Ty17 et le complexe CCL20/CCR6 guide la migration des Ty17 vers

les zones d’inflammation’®. Dans les plus récents modéles de développement de la MC,

la réponse immunitaire due aux Tj;17 se situe au premier plan”’.
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MAST3 module I’expression de genes encodant des molécules d’adhésion comme
CD44. La protéine CD44 est impliquée dans 1’adhésion intercellulaire et entre les
cellules et la matrice extracellulaire. La présence de cytokines et chémokines dans le
milieu cellulaire favorise I’expression de CD44 sur les lymphocytes T dont dépendent
les interactions avec 1’endothélium lors du roulement des lymphocytes™. CD44 est
¢galement un site d’ancrage pour les molécules médiatrices d’inflammation comme
MMP9”. La liaison & CD44 augmente la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par
les macrophages®. De plus, I’activation de CD44 influence 1’expression de cytokines
pro-inflammatoires®’. L’expression du géne encodant la glycoprotéine tenascine C,
TNC, est également modulée par MAST3. Cette protéine fait partie de la matrice
extracellulaire et est impliquée dans 1’adhésion cellulaire via des interactions avec la
molécule d’adhésion fibronectine®. La tenascine est exprimée fortement dans les zones
d’inflammation dues a I’acné® et au psoriasis®. De plus, une étude récente a montré que
cette protéine activait les récepteurs TLR4 et stimulait I’expression de cytokines pro-

inflammatoire dans le contexte de I’arthrite rhumatoide .

MAST3 module I’expression des génes [FIT1, [FIT2, IFIT3 qui encodent des protéines
induites par introduction de virus 8 ARN ou ADN. Plus spécifiquement, ces protéines
sont induites par les interférons sécrétés suite a une invasion virale. Elles ont été
impliquées dans diverses fonctions cellulaires ayant pour but de stopper 1’infection
virale®. La fonction la mieux caractérisée de ces protéines est I’inhibition de I’initiation
de la traduction via la liaison au facteur eIF3 . Les IFITs ont également été impliquées

dans I’inhibition de la migration cellulaire®® et de la prolifération cellulaire®.

MASTS3 influence 1’expression de génes impliqués dans un programme de freinage de
I’inflammation via le controle de la voie NF-xB. La protéine MD-2, encodée par le
gene LY96 agit comme corécepteur de TLR4. La liaison du LPS au récepteur TLR4 et
L’activation de NF-kB dépendent de la formation du complexe TLR4-MD-2 ”°. La
protéine A20 encodée par le gene TNFAIP3 coupe la transmission du signal dans la voie

en désubiquitinant la molécule TRAF6''. Le géne NFKBIA encode la protéine IkBot qui
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séquestre NF-kB dans le cytoplasme et ce faisant inhibe sa translocalisation au noyau et

A . . 72
son role de facteur de transcription’”.



199

6.3 Perspectives

6.3.1 Limitations de I’étude d’association

Chacune de mes deux études présente des caractéristiques qui ont influencé la quantité
et le type de résultats obtenus. Au niveau de mon étude d’association génétique, ces
caractéristiques se traduisent par la taille des cohortes et la couverture de la variation
génétique dans la région. Ces caractéristiques influencent la puissance statistique de
détecter des signaux d’association. La puissance statistique est selon moi, une des
principales limitations de I’étude. Tel que mentionné dans la section 6.1.1, la puissance
de détecter une variante associée avec P<0,05 ayant les caractéristiques de rs273506 (la
variante intronique associée de MAST3 - un OR de 1,2 et une fréquence de 47%) dans
un échantillon d’environ 1500 cas, se situe autour de 20%. Ce qui implique qu’on
manque une majorité des signaux d’association et qu’on s’expose a des résultats faux-
positifs. Par exemple, sur les 37 SNP sélectionnés dans la premicre étape, un seul a
répliqué dans la deuxieéme étape, rs273506 dans MAST3. Pour augmenter cette puissance
statistique, on pourrait augmenter la taille des cohortes puisque cette caractéristique est
directement reliée a la puissance de détection (Introduction Figure 11, page 56)*. La
fréquence des variantes est une caractéristique qui entre aussi dans cette équation. Une
augmentation de la taille des cohortes permettrait de capter plus facilement des signaux
provenant de variantes de fréquences plus faibles. Nos cohortes totalisent environ 4000
individus (trios et cas-témoins pour les deux stades criblage et réplication) ce qui
représentait un nombre impressionnant, il y a quelques années. Aujourd’hui, dans le
domaine des études génétique sur les MII, la norme impose des tailles plus importantes.
Les métaanalyses de CU et MC par exemple, comportent 6687 et 6333 cas

21;24 . A r ’ .
*“". Toutefois, méme ces études ne détectent qu’une fraction des

respectivement
variantes responsable de 1’héritabilité ce qui semble suggérer que des cohortes encore
plus grandes soient nécessaires. Ce constat ne vient pas invalider le bien-fond¢ des
¢tudes avec moins de 1000 cas et témoins bien appariés, il suggere cependant que les
métaanalyses (comportant de plus en plus de cas) de toutes ces études pourront détecter

davantage de variantes plus rares et a effet modeste.
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La couverture de la variabilité procurée par mon étude influence également la puissance
de détection. Une couverture plus grande n’était pas nécessairement possible a 1’époque
(la sélection des SNP est antérieure a HapMap) et considérant la taille des cohortes qui
limitait de toute facon 1’association avec des variantes rares, nous avons misé sur les
SNP communs avec une fréquence allélique supérieure a 10% et nos tagSNP captent ces
derniers avec un r* minimum de 0,7. Une partie de la variabilité (variantes plus rares et
variantes communes non capturées par les tagSNP) nous échappe. L’amélioration de la
couverture du génome via I’identification de nombreuses nouvelles variantes (SNP,
CNV, etc) s’est produite de pair avec des innovations importantes dans les technologies
de génotypage. Ces derniéres permettraient d’augmenter de fagon importante notre
couverture du chromosome 19p et conjuguées a des cohortes plus grandes

amélioreraient notre puissance de détection.

Nous nous sommes concentrés sur les variantes communes pour des questions de
logistiques, et aussi a cause du paradigme sur les maladies complexes qui stipulent que
les maladies communes sont causées par des variantes communes. Toutefois, de plus en
plus, ’attention est tournée vers les variantes rares. Lors de notre étude d’association,
nous avons identifié plusieurs variantes communes associées (fréquence d’alléle mineur
autour de 46%) qui se situaient sur un méme haplotype. Il a été impossible d’isoler une
variante causale, mais le SNP non-synonyme rs8108738 est un candidat potentiel. Nous
ne pouvons toutefois pas exclure que les variantes conférant le risque génétique soient
rares et en déséquilibre de liaison avec les variantes communes identifiées. Le re-
séquencage pourrait permettre d’identifier des variantes rares causales chez les patients
souffrants de MII. Dans le cadre d’un projet pilote qui visait a tester la faisabilité d’un
projet de séquencage a grande échelle, les exons de MAST3 et quelques autres genes ont
été séquencés dans des groupes de patients atteints de MII (les données ne sont pas dans
la these). Trois nouveaux SNP ont été identifiés, mais leurs faibles fréquences alléliques
(<0,01%) rendent plus difficiles les études fonctionnelles. Ces SNP devront étre

génotypés dans des cohortes de grandes tailles pour vérifier leur association. L’efficacité
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de la stratégie de re-séquencage pour identifier des variantes rares associées aux MII
et potentiellement causales vient d’étre prouvée. Le projet de séquencage a grande

173, Dans le cadre de cette étude,

échelle est paru dans Nature Genetics en octobre 201
56 genes associés a la MC ont été re-séquencer chez 350 patients atteints de MII.
Plusieurs nouvelles variantes rares, notamment de NOD2, IL23R et CARDY, ont été
identifiées. Certaines de ces variantes ont des effets fonctionnellement intéressants (par
exemple, sur I’épissage de I’ARN messager). Les auteurs estiment que ces nouvelles
variantes rares expliquent de 1 a 2% de I’héritabilité. L accés aux bases de données de
séquengage publiques, comme celle du projet 1000Genomes’ permet également
d’identifier des variantes plus rares potentiellement causales sur la base de leurs effets
prédits par les outils de bioinformatiques. Par exemple, pour MAST3 plusieurs variantes
rares ont ét¢ identifiées dont certains SNP non-synonymes qui pourraient étre
dommageables pour la structure et la fonction de la protéine. Des études d’association

centrées sur ces SNP combinées a des essais fonctionnels pourraient aider & comprendre

leurs impacts sur les MII.

L’¢étude des variantes introniques et intergéniques comme variantes causales est souvent
négligée dans les études d’association. Notamment dans notre étude, apres
I’identification initiale de la variante intronique associée, nous nous sommes tournés
vers les variantes codantes pour identifier les variantes causales. Nous voulions passer
aux ¢tudes fonctionnelles rapidement et les variantes codantes, spécifiquement les non-
synonymes, en raison de leur effet sur la séquence protéinique semblaient plus faciles a
¢tudier. Cependant, les régions non-codantes renferment elles-aussi des variations qui
peuvent avoir un impact sur les fonctions cellulaires. Ces variantes peuvent, par
exemple, se trouver dans des régions qui affectent I’épissage de ’ARNm". Elles
peuvent alors influencer la stabilité du messager ou la séquence de la protéine. Les
variantes peuvent également se trouver dans des régions régulatrices. Elles peuvent alors
influencer I’expression du géne et I’abondance d’une protéine’®. Le SNP intronique
associ¢ de MAST3 n’est pas localisé dans une région conservée et donc a moins de

probabilité de se trouver dans une région régulatrice, mais il est possible que des
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variantes rares ou communes corrélées a ce dernier le soient et modifient I’expression de

MAST3. Cette avenue mériterait d’étre explorée dans des études futures.

6.3.2 Limitations des études fonctionnelles

Nos études fonctionnelles représentaient un défi assez important puisque peu
d’informations étaient disponibles quant au role de MAST3 dans la cellule. Nous avons
décidé de procéder avec des expériences exploratoires sur des modeles cellulaires de
knockdown et de surexpression qui, via des études d’expression pangénomiques, nous
permettaient d’obtenir une image générale des effets de MAST3. La limitation
principale de ce design provient des modeles de surexpression et de knockdown. La
quantité intracellulaire de MAST3 dans ces mod¢les atteint des niveaux non-
physiologiques. Ces niveaux nous permettent d’une part de détecter des effets plus
facilement, d’autres parts nous exposent a des effets de toxicité non-reliés au role de
MAST3. Toutefois, nous avons pallié en partie cette source d’erreurs en confirmant les
résultats d’expression du modéle de surexpression dans un modele de knockdown. Les
genes identifiés dans le groupe régulé par MAST3 étaient surexprimés dans le modele
de surexpression et sous-exprimés dans le modele de knockdown (par rapport a leurs

contrdles respectifs) ce qui suggére I’authenticité de la modulation par MAST3.

La prochaine étape est de comprendre les effets spécifiques des variantes associées de
MAST3 dans I’inflammation. Plusieurs expériences peuvent étre envisagées. Nous avons
amorcé des expériences exploratoires sur I’effet du génotype de rs8108738 (comme
proxy pour I’haplotype associé¢ de MAST3) sur I’expression des génes du groupe régulé
par MAST3 dans nos biopsies de patients et également dans des lignées de lymphocytes
B immortalisés. Les tailles modestes des cohortes disponibles n’ont pas permis la
détection de différences statistiquement significatives (ces résultats ne sont pas dans la
thése). Cependant, ce genre d’étude dans des cohortes de tailles plus importantes

pourrait mettre la lumiere sur les effets des variantes de MAST3 sur 1I’expression de
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genes immunitaires (direction, intensité). En parallele, la comparaison de modéles
cellulaires ex vivo de surexpression des différents alléles associés, permettrait également
d’étudier les effets des variantes sur I’expression de génes, mais aussi rendrait possible

beaucoup d’essais fonctionnels.

En termes d’essais fonctionnels, la phosphorylation est un des aspects que nous n’avons
pas encore exploré. Nous avons découvert que MAST3 modulait ’activité de NF-xB,
toutefois, on ignore toujours le role précis de MAST3 dans cette voie. Une de mes
hypothéses est que MAST3 phosphoryle une ou plusieurs molécules dans la voie de NF-
kB. La quantification (par exemple via Western blots) de la phosphorylation de cibles
potentielles de MAST3 dans la voie (Figure 1) dans nos différents modeles cellulaires
(surexpression, knockdown, et éventuellement les modeles exprimant les différentes
variantes associées de MAST3) pourrait permettre de décortiquer la voie NF-xB et

préciser le role de MAST3.

6.3.3 Impact de mon étude sur la recherche sur les MII

J’ai identifié un facteur de risque aux MII. Malgré I’impact modeste des variantes
associées, il s’agit tout de méme d’un facteur de risque connu de plus. L’objectif ultime
des études génétiques est de comprendre la totalité de I’héritabilité des maladies et a ce
jour moins de 25% de I’héritabilité est expliquée. Un facteur de risque équivaut a un
morceau du casse-té€te dont le dévoilement total permettra un jour de comprendre
entierement 1’étiologie des MII. De fagon pratique, I’ensemble des variantes associées
permettra d’une part, d’améliorer le diagnostic des MII via I’élaboration de
classification moléculaire de maladies auxquelles on pourra prédire plus clairement des
manifestations cliniques. Déja, des études se sont penchées sur I’impact des variantes de
NOD2 sur le développement des manifestations cliniques de la MC”’. La considération
d’un groupe plus important de génes de susceptibilité a la MC permettra sans doute de

les prédire encore mieux. D’autre part, la connaissance des facteurs de risque génétique
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pourrait permettre de prédire la réponse thérapeutique et conséquemment de mieux
adapter les protocoles de traitement. A ce propos, Arijis e al. ont montré qu’il était
possible de distinguer la réponse thérapeutique a I’infliximab en fonction de

. T8
I’expression d’un groupe de genes'".

Dans un autre ordre d’idée, mes résultats fonctionnels sur MAST3 ont permis de
redécouvrir I’'importance de la voie NF-xB dans les mécanismes sous-jacents ces
maladies. Nous avons donné un contexte biologique a un géne dont la fonction est
méconnue. Nous avons reli¢ MAST3 a un programme d’activation de génes
immunitaires. Nous avons aussi montré I’importance clinique de ce programme
d’activation génique dans les biopsies de muqueuse intestinale provenant de zones
enflammées de patients atteints de CU. De plus, nous avons découvert que 1’activation
de NF-xB reliée a MAST3 est similaire a celle reliée a NOD2. Le programme
d’activation génique de NOD?2 et celui de MAST3 sont également semblables, ce qui
souligne la redondance fonctionnelle des facteurs de risque aux MII. Cette redondance
commence d’ailleurs a étre évidente avec notamment plusieurs genes MII impliqués
dans la voie IL23R (IL23R, JAK2, STAT3, TYK2, PTPN2, IL12B)" " * et plusieurs
autres impliqués dans I’autophagie (4TGI6L1, NOD2, IRGM, LRKK?2, DAP)*" ** 8183,

6.3.4 De la génétique au fonctionnel

Typiquement, la séquence génétique d une personne est la méme dans chacune de ses
milliards de cellules somatiques et toutes les cellules possédent les mémes génes.
Pourtant, il existe différents types cellulaires qui ont des fonctions distinctes et qui
s’agencent en tissus et en organe pour former I’organisme. L’expression différentielle de
ces genes est a I’origine des différences cellulaires et fonctionnelles. Les manifestations
phénotypiques de traits complexes comme les MII impliquent I’interaction de plusieurs

types de cellules et de tissus. Pour cette raison, les études génétiques seules ne sont pas
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suffisantes, mais sont plutot le premier maillon de la chaine qui méne a la

compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a 1’étiologie de ces maladies.

D’autant plus que les informations génétiques disponibles sont actuellement
incomplétes. En effet, il existe une part d’héritabilité manquante qui se terre dans les
genes encore non identifiés, dans les variantes communes non couvertes ou mal
couvertes par les technologies de génotypage actuelles et dans les variantes rares. Les
nouvelles technologies de re-séquencage et 1’intégration des plus récentes variantes
cataloguées, notamment des variations en nombre de copies, promettent de résoudre une

partie de 1’énigme.

Les études de génomique fonctionnelle sont d’autres maillons de cette chaine. Par
exemple, les versions haut débit de mon étude d’expression, des criblages par délétion
ou surexpression de genes, font partie des techniques de bases utilisées pour comprendre
la biologie de maladie comme le cancer, car elles permettent de lancer des hypothéses
mesurables **. De fagon générale, les études fonctionnelles permettent aussi de
confirmer les découvertes génétiques, d’approfondir la compréhension des interactions
entre les facteurs de risques génétiques et de dévoiler des voies biologiques a I’origine
des maladies. Par la suite, il devient possible de bloquer ou débloquer ces voies
biologiques causatives via des cibles pharmacologiques. Les approches de biologie
intégrative combinant plusieurs disciplines comme la génétique, la bio-informatique, la
génomique fonctionnelle et la biologie moléculaire et cellulaire deviennent donc tres
importantes pour révéler les mécanismes moléculaires sous-jacents au développement

des MII.

Dans le cadre de mon projet, j’ai voulu participer a cette chaine de connaissance. J’ai
voulu apporter mon maillon a travers la découverte génétique et 1’étude fonctionnelle

d’un facteur de risque et a ce titre je pense avoir réussi.
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Conclusion

The primary goal of human genetics is to transform the treatment of common disease
through an understanding of the underlying molecular pathways.

E.S. Lander®

A mon avis, la recherche en génétique médicale s’apparente a une chasse au trésor qui
aboutit a la découverte d’une autre série d’indices pour poursuivre la chasse. Qui plus
est, dans le contexte des maladies complexes, il y a des dizaines voire des centaines de
trésors a identifier. En vérité, I’identification de facteurs de risque génétiques n’est que
la premiere phase qui permet de dévoiler des hypotheses mesurables. Pour que ce type
de recherche se traduise en une amélioration des connaissances sur les mécanismes
moléculaires sous-jacents le développement des maladies, les études de génomiques

fonctionnelles sont des compagnons essentiels.

L’idée de départ de mon projet de doctorat était de batir une « histoire » la plus
compléte possible, en partant de 1’identification de facteurs de risque génétique jusqu’a
la caractérisation de leurs roles dans la pathogenése des MII. La recherche de facteurs de
risque était ciblée au chromosome 19p, mais 1’identification de MAST3 fut tout de méme
une surprise. D’une part, parce que des dizaines de génes connus pour étre impliqués
dans des fonctions immunitaires se trouvent dans le méme locus et n’ont pas été
identifiés et d’autre part, parce qu’on (dans le laboratoire en tout cas) n’avait jamais
entendu parler de MAST3. Les études d’association actuelles basée sur le criblage de la
variation sans cibler des genes précis permettent les surprises. Ce qui est encore heureux
parce qu’on est encore loin de comprendre 1’expression, la fonction et les interactions de

chacun des 20 500 geénes composant le génome humain.
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Les MII sont parmi les maladies complexes les plus étudiées et les mieux connues.
Tout de méme, la susceptibilité génétique et les mécanismes moléculaires qui en sont a
I’origine cachent encore des secrets que chaque nouvelle étude s’efforce de dévoiler, le
but étant d’améliorer la santé humaine. Les sommités dans le domaine de la génétique
s’entendent pour déclarer que la clef pour traiter les maladies se trouve dans la
compréhension des voies biologiques qui les déclenchent. Je pense que chaque incursion
dans I'univers fonctionnel derriére les facteurs de risque génétique est essentielle a la
compréhension globale des interactions au cceur de ces voies biologiques. D¢ja, les
¢tudes de génétique seules se font plus rares et les chercheurs privilégient les projets

intégratifs combinant génétique et autres disciplines de la biologie.

Avec mes recherches sur MASTS3, j’ai participé a I’amélioration des connaissances sur
les facteurs de risque aux maladies inflammatoires de I’intestin, j’ai identifié¢ un
régulateur de la voie NF-kB et j’ai identifié un groupe de génes immunitaires, régulés
par MAST3, dont I’augmentation de I’expression est reliée a I’inflammation de la
muqueuse intestinale typique des MII. J’ai I’espoir d’avoir participé a un projet collectif
qui a moyen terme permettra d’améliorer le diagnostique et le traitement des 200 000

Canadiens qui souffrent de MII.
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Annexe I — loci MII

Tableau I1. Loci MII confirmés par les études d’association pangénomiques.

1 rs734999 1 |1,51e-01 0,52 1,03 0,99 1,08]|1,21E-09 0,5 1,13 1,09 1,18

3 rs35675666 1 |5,556-02 0,84 1,07 1,00 1,15
5 rs7524102 1 |1,62E-02 0,82 1,07 1,01 1,13
7 rs2476601 1 |4,476-09 0,91 1,27 1,17 1,37
9 rs4656940 1 |6,17E-07 0,80 1,15 1,09 1,21
11 rs7517810 1 [1,51E-15 0,25 1,22 1,16 1,28
13 rs7554511 cu-Mmc 1 |1,58E-07 0,73 1,14 1,08 1,19
15 rs13428812 2 |1,41E-08 0,32 1,14 1,08 1,19
701502 013 1,06 1,00 112 |
844508 046 1,12 1,07 1,16 |
586502 049 096 0,92 1,00 |
916502 019 1,05 0,99 1,10 |
832611 052 114 1,09 118 |

17 rs10495903 2 |7,70E-08 0,13 1,18 1,11 1,26 |7,01E-02 0,13 1,06 1,00 1,12

19 rs2310173 2 8,31E-05 0,46 1,09 1,04 1,14 )|8,44E-08 0,46 1,12 1,07 1,16
21 rs6738825 2 1,82E-07 0,48 1,12 1,07 1,17|5,86E-02 0,49 0,96 0,92 1,00
23 rs7423615 2 4,57E-09 0,19 1,17 1,11 1,23|9,16E-02 0,19 1,05 0,99 1,10
25 rs4676406 2 2,50e-03 0,50 1,07 1,02 1,11)8,32E-11 0,52 1,14 1,09 1,18
27 rs9822268 1,53e-16 0,30 1,21 1,16 1,27|1,60E-17 0,30 1,21 1,16 1,26
27 rs3197999 6,17e-17 0,30 1,22 1,16 1,27|1,86E-17 0,30 1,21 1,16 1,26
27 (0.96,1.00)

29 rs11739663 5 7,85e-01 0,76 0,99 0,94 1,04
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\
\

33 rs7702331 5 |2,00E-06 0,62 1,11 1,06 1,16|3,02E-01 0,61 1,02 0,98 1,07
\

35 rs12521868 5 |1,41E-20 0,42 1,23 1,17 1,28 |3,06E-03 0,42 1,06 1,02 1,11

37 rs11167764 5 |1,10E-09 0,79 1,18 1,12 1,25|1,40E-01 0,79 1,04 0,99 1,09
\
39 rs6871626 6,08E-12 0,34 1,15 1,10 1,20 |1,02E-08 0,33 1,12 1,08 1,17
39 rs6556412 537E-14 0,33 1,18 1,13 1,23|1,69E-05 0,34 1,09 1,05 1,14
39 (0.03,0.19)
\

41 rs17309827 6 |6,166-07 0,63 1,11 1,06 1,16 |1,79E-01 0,62 1,03 0,99 1,07

\
43 rs9268853 8,53e-01 0,66 1,00 0,96 1,05|1,35E-55 0,66 1,40 1,34 1,47
43 rs1799964 3,98e-11 0,21 1,19 1,13 1,25|8,82E-01 0,21 1,00 0,96 1,05
43 (0.05,0.35)
:
45 rs1847472 6 |3,63E-06 0,66 1,11 1,06 1,16
:
\
\
47 rs6920220 6 |7,12E-02 0,20 1,05 1,00 1,11|6,386-10 0,2 1,16 1,11 1,22
\

49 rs415890 6 |251E-12 0,52 1,17 1,12 1,22 |2,96E-02 0,52 1,06 1,01 1,11

51 rs1456896 7 |1,20E-08 0,69 1,15 1,09 1,20 |4,48E-02 0,69 1,04 1,00 1,09

53 rs4728142 7 |7,98E-01 045 099 095 1,04|1,68E-06 045 1,10 1,06 1,15

55 rs6651252 8 |2,29E-06 0,13 0,85 0,80 0,91]8,22E-02 0,13 1,05 0,99 1,12

\
57 rs4246905 1,336-15 0,71 1,21 1,15 1,28 |4,77E-08 0,71 1,13 1,08 1,18
57 rs3810936 1,00E-15 0,68 1,21 1,15 1,27 |1,32E-07 0,68 1,12 1,07 1,17
57 (0.89,1.00)

59 rs12722489 10 |8,51E-06 0,85 1,15 1,08 1,22|8,92E-04 0,84 1,10 1,04 1,1
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61 rs1819658 MC 10 |1,41e-07 0,79 1,15 1,09 1,22)|3,35e-02 0,80 1,06 1,00 1,11

63 rs1250550 MC 10 |2,00E-10 0,68 1,16 1,10 1,21)2,25e-03 0,67 1,07 1,02 1,11

65 rs907611 11 |2,77e-02 0,32 1,05 1,00 1,10|2,49E-08 0,3 1,13 1,08 1,18

67 rs694739 MC 11 |3,38e-07 0,62 1,12 1,07 1,17|3,48E-03 0,62 1,06 1,02 1,11

zeor a7 L 102
eo0 03 113 100 1
weos as s 102 1t
69 rs678170 11 |1,23E-01 0,66 1,04 0,99 1,08
71 rs7134599 12 |1,18€E-03 0,39 1,07 1,03 1,12
73 rs941823 13 |1,31E-02 0,76 1,07 1,01 1,12
75 rs3764147 MC 13 |1,41E-10 0,24 1,17 1,11 1,23
77 rs8005161 MC 14 |1,29E-08 0,09 1,23 1,15 1,32
79 rs151181 MC 16 |1,10E-10 0,38 1,15 1,10 1,20

rscon oz w105 113

Leos oot um 105 12

e a5 1 i 12

87 rs740495 MC 19 |8,13E-12 0,25 1,16 1,10 1,21)|3,75E-04 0,26 1,08 1,03 1,13

89 rs736289 MC 19 |2,69e-07 0,62 1,11 1,06 1,16|1,89E-05 0,61 1,08 1,03 1,12

91 rs6017342 Cu 20 |4,91E-01 0,55 1,01 0,9 1,07|1,09E-20 0,5 1,20 1,15 1,26

93 rs1297265 Cu 21 |1,41E-08 0,57 1,16 1,10 1,22|1,73E-07 0,57 1,11 1,06 1,16
93 rs1736020 MC 21 |9,33E-12 0,58 1,16 1,11 1,21|6,97E-07 0,58 1,11 1,06 1,16
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93  (0.84,0.96)

95 rs2838519 CU-MC 21 |2,09e-14 0,39 1,18 1,13 1,23 |2,26E-08 0,39 1,12 1,08 1,17

97 rs713875 22 |5,70E-09 045 1,13 1,09 1,18|1,72E-03 0,46 1,08 1,03 1,14

99 rs5771069 Ccu 22 |3,49E-01 0,51 1,02 0,98 1,06|1,87E-07 0,52 1,11 1,07 1,16




Tableau I2. Génes-candidats correspondant aux loci MC.
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Génes identifiés

Génes identifié avec

par la position I'aide du Geénes identifiés Geénes identifié par
dbSNP ID Chr. Interval (Mb) génétique 1000Genomes avec GRAIL eQTL (LOD score)
rs2476601 1p13 | 113.66 - 114.42 PTPN22 PTPN22
rs11209026 1p31 67.13 - 67.54 IL23R IL23R
rs2797685 1p36 7.66 - 7.89 VAMP3
rs3180018 1922 | 153.24 - 154.39 | SCAMP3, MUC1
rs4656940 1923 | 158.96 - 159.20 ITLN1 CD244 CD244 (7.7)
TNFSF18, TNFSF4,
rs7517810 1924 | 170.92 - 171.21 FASLG
rs1998598 1931 | 195.58 - 196.21 DENND1B
rs3024505 1932 | 204.87 - 205.10 IL10, IL19
rs7554511 1932 | 199.11 - 199.32 KIF21B C1orf106
rs10181042 2p16 60.77 - 61.74 REL C20rf74 (9.6)
rs10495903 | 2p21 43.30 - 43.80 THADA
rs13428812 | 2p23 | 25.30-25.46 DNMT3A ) ) )
rs780093 2p23 27.24-27.71 GCKR
rs2058660 2912 | 102.17 - 102.67 IL18RAP
rs6738825 2933 | 197.85 - 198.67 PLCL1
rs7423615 2937 | 230.76 - 230.94 SP140 (8.8)
rs3792109 2937 | 233.81-234.23 ATG16L1 ATG16L1
rs3197999 3p21 48.16 - 51.73 MST1, GPX1, BSN
rs13073817 | 3p24 18.58 - 18.86
rs11742570 5p13 39.88 - 41.00 PTGER4 PTGER4
rs7702331 5913 72.49-72.62 TMEM174 . . .
rs2549794 5q15 96.11 - 96.45 ERAP2 LRAP (47.2)
rs12521868 | 5q31 | 129.41 - 132.05 SLC22A4 IRF1, CSF2, IL3 SLC22A5 (5.4)
rs11167764 5931 141.39 - 141.62 NDFIP1 _ _ _
rs7714584 5933 | 150.01 - 150.38 IRGM IRGM
rs6556412 5933 | 158.43 - 158.88 IL12B IL12B
rs359457 5935 | 173.15-173.47 CPEB4 (6.1)
TNF, LST1, LTB, LTA,
rs1799964 6p21 31.49 - 32.98 HLA-DQA2 MCCD1, LTA NCR3
rs6908425 6p22 20.60 - 21.25 CDKAL1
rs17309827 | 6p25 3.35-3.41
rs1847472 6q15 90.86 - 91.14 BACH2
rs6568421 6921 | 106.50 - 106.67 PRDM1 . PRDM1 .
rs212388 6925 | 159.26 - 159.46 TAGAP
rs415890 6927 | 167.26 - 167.47 CCR6 CCR6
rs1456896 7p12 50.22 - 50.34 IKZF1 _ IKZF1, ZPBP, FIGNL1 _
rs6651252 8924 | 129.56 - 129.67
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rs4871611 8g24 | 126.54 - 126.65
rs10758669 | 9p24 4.93-529 JAK2
rs3810936 | 9932 | 116.47 - 116.74 TNFSF15 i TNFSF15, TNFSF8 )
rs4077515 | 9q34 | 138.27 - 138.54 CARDY, SNAPC4 CARD9 (12.4)
rs12242110 | 10p11 | 35.22-35.94 CREM CREM (6.4)
rs12722489 | 10p15 | 6.07-6.21 IL2RA
rs1819658 | 10g21 | 59.50 - 59.81 UBE2D1
rs10761659 | 10g21 | 63.97 - 64.43 ZNF365
rs1250550 | 10q22 | 80.67 - 80.77 ZMIZ1
rs4409764 | 10g24 | 101.26 - 101.33 NKX2-3
rs102275 11912 | 61.28-61.44 FADS1 (5.0)
rs694739 11913 | 63.58-64.05 | PRDX5 ESRRA i ) )
rs7927997 | 11q13 | 75.70-76.04 C110rf30
rs11564258 | 12q12 | 38.42 - 39.31 LRRK2 MUC19
rs2062305 | 13q14 | 41.72-42.00 TNFSF11 (5.9)
rs3764147 | 13q14 | 43.13-43.54 C130rf31
rs4902642 | 14924 | 68.23-68.39 ZFP36L1
rs8005161 | 14q35 | 87.28-87.71 GALC, GPR65 GPR65
rs17293632 | 15922 | 65.20 - 65.27 SMAD3
APOB48R, IL27,

SULT1A2, SULT1A1,
rs151181 16p11 | 28.20-28.94 SH2B1 EIF3C (11.3)
rs2076756 | 16912 | 49.02 - 49.41 NOD2 NOD2 NOD2
rs3091315 | 17912 | 29.51-29.70 CCL2, CCL7 i ) )
rs2872507 | 17921 | 34.62 - 35.51 GSMDL, ZPBP2 IKZF3 ORMDL3 (20.3)
rs11871801 | 17q21 | 37.57-38.25 STAT3 MLX
rs1893217 | 18p11 | 12.73-12.92 PTPN2 i )
rs12720356 | 19p13 | 10.26-10.50 TYK2 TYK2, ICAM1, ICAM3
rs740495 19p13 |  1.04-1.13 GPX4, SBNO2
rs736289 19913 | 38.42-38.47
rs281379 19913 | 53.78-53.97 FUT2, RASIP1
rs12242110 | 10p11 | 35.22-35.94 CREM CREM (6.4)
rs12722489 | 10p15 | 6.07-6.21 IL2RA
rs1819658 | 10921 | 59.50 - 59.81 UBE2D1
rs10761659 | 10q21 | 63.97 - 64.43 ZNF365
rs1250550 | 10q22 | 80.67 - 80.77 ZMIZ1
rs4409764 | 10924 | 101.26 - 101.33 NKX2-3
rs102275 11912 | 61.28-61.44 FADS1 (5.0)
rs694739 11913 | 63.58-64.05 | PRDX5, ESRRA
rs7927997 | 11913 | 75.70-76.04 C110rf30
rs11564258 | 12q12 | 38.42-39.31 LRRK2 MUC19
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rs2062305 13914 | 41.72-42.00 TNFSF11(5.9)
rs3764147 13914 | 43.13-43.54 C130rf31
rs4902642 14924 | 68.23 - 68.39 ZFP36L1 . . .
rs8005161 14935 | 87.28-87.71 GALC, GPR65 GPR65
rs17293632 | 15922 | 65.20 - 65.27 SMAD3
APOBA48R, IL27,

SULT1A2, SULT1A1, EIF3C
rs151181 16p11 28.20 - 28.94 SH2B1 (11.3)
rs2076756 16912 | 49.02-49.41 NOD2 NOD2 NOD2
rs3091315 17912 | 29.51-29.70 CCL2, CCL7
rs2872507 17921 34.62 - 35.51 GSMDL, ZPBP2 IKZF3 ORMDL3 (20.3)
rs11871801 | 17921 37.57 - 38.25 STAT3 MLX
rs1893217 18p11 12.73 - 12.92 PTPN2
rs12720356 | 19p13 10.26 - 10.50 TYK2 TYK2, ICAM1, ICAM3
rs740495 19p13 1.04-1.13 GPX4, SBNO2 . .
rs736289 19913 | 38.42-38.47
rs281379 19913 | 53.78 - 53.97 FUT2, RASIP1
rs4809330 20913 | 61.65-61.95 RTEL1
rs1736020 21921 15.62 - 15.77
rs2838519 21922 | 44.41-44.52 ICOSLG ICOSLG
rs181359 22q11 20.14 - 20.39 YDJC
rs713875 22912 | 28.23 - 29.00 MTMR3
rs2413583 22913 | 38.00-38.14 MAP3K7IP1
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Tableau I3. Génes-candidats correspondant aux loci CU.

dbSNPID | Chr. | Position (Mb) Génes GRAIL ¢QTL nsSNP Candidat par
position
111209026 | 1p31 67.30- 67.54 IL23R, Clorfi4] IL23R IL23R IL23R
TNFRSF14,
PLCH2, MMELI, PANK4, MMELI,
1734999 | 1p36 239280 | L e Tnrrsrrs | TNFRSFI4 e MMELI
Clorfo3
TNFRSF9, ERRFII, UTS2, |  TNFRSF97,
1535675666 | 1p36 7.83-8.13 inr s i uUrS? PARK?
157524102 | 1p36 | 22.54-2261
TMCO4, RNF186,0TUDS3,
156426833 | 1p36 19.93-20.18 s e
MPZ, SDHC, LOC542502,
Clorf192, FCGR24, — FCGR2B,
11801274 | 123 | 159.54-159.91 HSPAG6, FCGR3A, Lok FCGR2A, FCGR24 FCGR24
FCGR2C, FCGR3B, HSPAG
FCGR2B
, Clorf106, GPR25, KIF21B, ,
w7545 | 1932 | 199.06-19933 | CLT08 SRR KA Clorfl06
LGTN, IL19, DYRK3, IL20,
153024505 | 1g32 | 204.85-205.11 10 Ak IL10, IL19
PUSI0, REL, CCDCI39,
157608910 | 2pl6 | 60.76-6187 | XPOI, KIAAIS41, PEXI3, PUSIO
AHSA2, USP34, PAPOLG
52310173 | 2q11 | 101.66-102.13 | MAP4K4, ILIR2, ILIR] ILIR? ILIR?
TMBIMI, ARPC2, AAMP, L8R
GPBARI, PNKD, ILSRA, ot
rs11676348 | 2¢35 | 218.58-218.97 ILSRB, SLCI1A1 ILSRA, ILSRB el
(NRAMPI), C2orf62, :
RUFY4, CTDSPI AAMF, ARPC
154676406 | 2437 | 24120-24132 | AQPI24 AQPIZB, GPR3S, GPR35
KIFIA
UBA7, MSTI,
0822268 | 3p21 48.14-51.77 Plusi MSTI APEH, MSTI, BSN MSTI
TS P . - . usieurs AM[GO3, N
GMPPB
1517388568 | 4q27 | 12320-12378 | ‘F2! 'ADALI)LIZ' KIAA1109, 121,112 ADADI
153194051 | 5pl3 35.83-36.07 CAPSL, IL7R, UGT34l, IL7R IL7R IL7R IL7R

UGT342
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156451493 | 5p13 4032-40.85 | PTGER4, PRKAAL TTC33 PTGER4?
15267939 | 5pl5 10.72 - 10.90 DAP DAP DAP
Q9NX68_HUMAN, CEP72,
PDCD6, Q7IRBI_HUMAN,
1511739663 | 5pls 0.48 - 0.80 EXOC3, TPPP, SLC9A3, EXOC3
O8N2X6_HUMAN,
Q6P7NG_HUMAN,
15254560 | Sq31 | 13441 -134.53
156871626 | 5q33 | 158.46-15886 | RNFI45,ILI2B, UBLCPI IL12B
15943072 | 6p21 43.88-43.92
ij:ggﬁi’ BTNL2, HLA-
189268853 6p21 31.49 - 33.01 Plusieurs ! DRBI1, HLA-
HLA-DRBI, Do
HLA-DRA
156911490 | 6g21 | 10651 -106.67 PRDMI PRDMI
156920220 | 6q23 | 137.88-138.17
15798502 | 7p22 2.70-2.90 GNA12, AMZI GNAI2 GNAI2 GNAI2 GNAI2
154510766 | 722 | 107.20-107.39 | SLC2643, DLD, LAMBI
54728142 | 7q32 | 12833-128.56 IRFS, TNPO3 IRFS TNPO3
1510758669 | 9p24 493-528 | INSL4, INSLG, JAK2, RLN? JAK2
TNFSFS,
154246905 | 9q32 | 11648-116.74 TNFSFS, TNFSFI5 TNFSF8 TNFSFI5 TNFSFI5
INFSF15
0SOX2, GPSM1, DNLZ, CARD?,
CARDY, SNAPCH, INPPSE, CARDY
1510781499 | 9g34 | 138.27-138.55 SDCCAG3, PMPCA, spccags, | AR CARDY
INPPSE, SECI64, SECI6A,
CO0rf163, NOTCH]I SNAPC4
1512261843 | 10pi1 |  3522-35.94 CREM, GJD4, CUL2, CCNY CONY
CCNY
156584283 | 10q24 | 101.25-101.33 NKX2-3
152155219 | 11q13 | 75.72-76.02 | Cliorf30, PRKRIR (DAP4)
TNNI2, LSP1, MRPL23,
15907611 | 11q15 1.82-1.93 S LSPI
Cllorf71, REXO2,
SOTSIT0 | 11623 | 1137611408 | Sl RO
157134599 | 12q14 |  66.72- 66.92 IFNG, IL26, IL22 IFNG, IL26
1517085007 | 13q12 |  26.39-26.46
15941823 | 13q13 |  39.90-39.95
1s6499188 | 16q22 |  66.98-67.40 SMPD3, ZEP90, CDH3, ZFP90 ZEP90
CDHI
1516940202 | 16q24 |  84.53-84.58
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PERLDI, ZPBP2, NRIDI,
GSDML, FBXL20, PSMD3,
THRA, STARD3, ERBB2,
NEUROD?2, IKZF3,

1s2872507 | 17q12 | 34.62-3551 | GSDMI, PPPIRIB, TCAP, IKZF3 IK%Z;I?’%MT éggffﬂ
MEDI, GRBY, STAC2, '
CSF3, MED24, PNMT,
ORMDL3, Cl70rf37,
CRKRS
C2001f195, PRIC285,
GMEB2, STMN3, RTELI, SLC244RG,
TNFRSF6B, ARFRPI, STMN3, RTELI,
152297441 | 20q13 |  61.66-61.98 ety L Sxrane | aemsiss RTELI
SLC244RG, ZBTBAG, ZGPAT
C2001f135, TPD52L2
TTPAL, ADA, SERING3,
16017342 | 20q13 | 42.49-42.70 i SERINC3
11297265 | 21q11 | 15.62-15.77
12838519 | 21q22 | 4441-4452 DNMT3L,ICOSLG, ICOSLG
152836878 | 2122 |  39.34-39.41
155771069 | 22q13 |  48.70 - 48.83 ALG12, CRELD2, PIM3, PIM3 ILI7REL ILI7REL

ILI7REL, TTLLS, MLCI
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Annexe II —Additional figures for article 2
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Figure I11. Expression of MAST3 mRNA post-transfection in MAST3 overexpressed
cells.
The graph shows the gene expression tested by qPCR at different times post-

transfection. Expression is normalized to HPRT expression. Error bars represent
standard deviation of 3 independent biological replicates.
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Figure 112. Effect of MAST3 transfection on MAST3

protein levels at different times post-transfection.

143kD

Protein quantification was performed using western blot.
Actin Each time point is represented by 3 independent
4kD biological replicates.

J |
| |
MAST3 24h Ctrl 24h
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Sample relations based on 10795 genes with sd/mean > 0.1
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Figure II3. Unsupervised hierarchical clustering of normalized expression data.

The branches of the tree clearly separates the mock-transfected cell samples (to the left)
from the samples of cells overexpressing MAST3 (to the right) based on global gene
expression.
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Figure 114. Effect of a KD of MAST3 on MAST3 mRNA levels.

Expression is normalized to HPRT expression. Error bars represent the standard
deviation between 3 independent biological replicates. The percentages represent the
drop in expression in MAST3 knocked down cells (KD MAST3) compared to non target
knockdown control (KD NT)
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Figure II5. Effect of a stable MAST3 knockdown on MAST3 protein levels at different times post-transfection.
Protein quantification was perfomed using western blot. Each time point is represented by 3 independent biological replicates.

KD MAST3= knockdown MAST3, KD NT= non target control sShRNA
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Boxplot of microarray intensity
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Figure 116. MAST3 overexpression data normalization.

adjusted by log, transformation and global mean normalization. The boxplot in B

Quality control was performed on expression data. Raw expression data (A) was
presents the adjusted data.
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A (BC vs BPN batch 1)

Before normalization

After normalization




B (BC vs BPN batch 2)
Before normalization
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C (BPN vs BPI batch 1)

Before normalization
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D (BPN vs BPI batch 2)

Before normalization

B

After normalization

Figure II7. Biopsy expression data normalization

Raw expression was adjusted using quantile normalization with the medium algorithm.
Before and After box plots represent global expression per sample.
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